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RESUMO

O fungo Candida albicans se desenvolve na cavidade oral. Os idosos se tornam
mais vulneraveis devido a fatores diversos, a citar a baixa imunidade ocasionada,
muitas vezes, pelo baixo nivel nutricional, o que repercute na saude geral do
individuo. O C. albicans é considerado fator etiologico relevante da estomatite
protética. S8o varios os antifungicos orais disponiveis, dentre os quais vém se
destacando os que sao produzidos contendo ativos de plantas medicinais. Dentre
estes vegetais, chama a atencdo de pesquisadores a Lippia origanoides, cuja
cromatografia gasosa identificou trés picos de relevancia, permitindo elencar como
componentes majoritarios Tymol, Cymene e Carvacrol, com a¢ao antimicrobiana.
Nesta pesquisa, foram desenvolvidos sistemas microemulsionados, a base de o6leo
essencial de L. origanoides e realizados testes para verificar suas eficacias
antimicrobiana, in vitro, tendo como alvo C. albicans. Foram preparadas quatro
microemulsdes contendo concentracbes diferentes do Oleo essencial de L.
origanoides (OELo0), que foram denominadas ME1 (1%); ME2 (2%); ME3 (4%) e
ME4 (6%). No preparo das microemulsdes foram utilizadas as seguintes
substancias: labrosol®, plurol®, miristato de isopropila®, agua destilada e OEL0O®.
Considerando que as microemulsdes foram obtidas com o uso de um tensoativo
predominantemente hidrofilico e o teor de agua superior ao de Oleo, todas as
formulacdes desenvolvidas foram consideradas do tipo agua e 6leo (A/O). O OELo
se solubilizou adequadamente nos sistemas microemulsionados, exceto a de
concentracdo 6%. As microemulsfes foram analisadas quanto as caracteristicas
organolépticas cor, aspecto, odor, e caracteristicas fisico-quimicas pH, densidade,
potencial zeta, tamanho de particulas e o indice de polidispersdo. A atividade
antimicrobiana das microemulsdes formuladas foi avaliada pela técncia de difusao
em disco, frente a cepa de C. albicans ATCC 10231. Todas as preparacdes testadas
demonstraram acéo inibitéria contra esta levedura, quando comparadas ao controle
positivo AmB (anfotericina B- halo 13 mm), apresentando halos inibitérios que
variaram entre 17 mm a 18,3 mm. Estes dados foram confirmados em testes
complementares com 0s corpos de prova feitos com rezina para base de protese
dentaria colonizados pelo fungo C. albicans, fato verificado através das contagens
de UFC, peso seco e das correlagbes de UFC e do peso seco com a

concentragao



do ativo. De acordo com os resultados mostrados acima, conclui-se que as
microemulsdes formuladas com o ativo OELo séo eficientes, em testes in vitro, na
inibicdo do crescimento do fungo C. albicans. Verificou-se que as MEs a 2% e 4%

foram mais eficientes.

Palavras—chave:  Antifungicos. Idosos. Plantas  medicinais.  Sistemas

microemulsionados.



ABSTRACT

The Candida albicans fungus develops in the oral cavity, especially in the elderly. Itis
considered the most relevant etiological factor of denture stomatitis. These are
several types of antifungals available, among which those produced with active
ingredients from medicinal plants stand out. Among these vegetables, Lippia
origanoides has drawn the attention of researchers. Gas chromatography of the
essential oil identified three peaks of relevance, allowing the listing of tymol, cymene
and carvacrol as natural components, with antimicrobial action. In this research has
as general objective to develop microemulsion systems based on L. origanoides
essential oil and to tests their antimicrobial efficacy, in vitro, in biofilm that forms on
the surface of oral prosthesis (OP), targeting C. albicans. Four microemulsions were
prepared containing different concentrations of the essential oil of L origanoides,
which were named ME1l (1%); ME2 (2%); ME3 (4%) and ME4 (6%). In the
preparation of microemulsions, labrosol, plurol, isopropyl myristrate, distilled water
and essential oil of L. origanoides were used. Considering that the microemulsions
were obtained using a predominantly hydrophilic surfactant and that the water
content was higher than that of oil, all formulations developed were considered to be
of the water and oil (W/O) type. The essential oil of L. origanoides was adequately
solubilized in the microemulsion system, except for the 6% concentration. The
microemulsions were analyised for organoleptic characteristics color, appearance,
odor and physicochemical characteristics pH, density, zeta potential, particle size
and polydispersity index. In the antifungal activity tests, all microemulsions were
effective against the C. albicans fungus, when compared to the positive control AmB
(amphotericin B — 13mm halo), presenting the following inhibitory halos in mm: ME1
(1%) — 17mm; ME2 (2%) — 18mm; ME3 (4%) — 17,3mm and ME4 (6%) —
18,3mm.

Such data were confirmed in complementary through the counts of CFU and dry
weight and the correlations of CFU and dry weight with the concentration of the
active. According to the results show above, it was concluded that the
microemulsions formulated with the ative essential oil of L. origanoides are efficient,
in vitro tests, in inhibiting the growth of the fungus C. albicans. It was verified that the

2% and 4% microemulsions were the most efficient.

Keywords: Antifungal. Elderly. Medicinal plants. Microemulsions systems



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Caracteristicas botanicas da planta Lippia origanoide.................... 34
Figura 2 — Estrutura das MEs direta (O/A) e inversa (A/O) .....cccceoiiviiiiiiiinnnns 37
Figura 3 — Cromatografia do OELo0 pela andlise GC-MS ..........ccccccoeiiiiiiiiiinnennnn. 50
Figura 4 — Aspecto visual das MEs formuladas nesta pesquiSa..............c.ccc..... 51
Figura 5 — Placa de Petri contendo coldnias do fungo C. albicans .................... 54
Figura 6 — Halos de inibic&o formados ao redor de diSCOS .........cccoeeevevvinnnnne 55
Figura 7 — Preparacgao dos corpos de prova e induc¢éo do biofilme ................ 56
Gréafico 1 — Avaliacéo dainibicdo do biofilme pelas MES ..........cccvvveeeeiiiinnnen. 57
Grafico 2 — Correlagdo UFC x concentragdo do OELO .........cooovvvvvviiieciieneeennnn. 58
Grafico 3 - Correlacao peso seco x concentracdo do OELO .......cccccevvvvvvvnnnnns 58
Quadro 1 — Estudos sobre atividade antifungica de fitoterapicos ............... 33
Quadro 2 — Substéncias usadas no preparo das MES ............coccvvvviviiiiennnnnnn. 40

Quadro 3 — Descricdo da metodologia usada na preparacao das MEs ......... 40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1l — Composicao quimica do OELO .......ccvvvviviiiieiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeveeeeeeeeeeee
Tabela 2 — Determinacé&o das concentragdes (%) dos componentes das

FOTMUIBGOES ...
Tabela 3 - Propriedades organolépticas doS SMES...........ccccceiiiiiiiiiiiiiniieeennenns
Tabela 4 — Valores de pH e de densidade dos SMES........ccccoeveevviviiiiiiiiiineeeee,
Tabela 5 — Valores das dimensdes de particulas, potencial zeta, indice

de polidispersdo das MES cOmM OELO........ccccovviiiiiiiiiiiiiiiiie e
tabela 6 — Valores em tamanho dos halos de inibicdo para avaliagéo da

atividade antifungica de MEs contendo OELO...........cccevvvvviiieeeeenn.



AC

AE

AM
ANOVA
A/O
AmB
ASD

ATCC

BHI

C.

CG
CLSI
CN

CP
CSD
DO

EM

eV

HO
IBGE
LADERMO
LDEP
ME/MEs
MOELo
nm
OELo.
O/A
pH.
PDR
PPR
PTR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Amarelo
Amarelo-Claro
Amarelo-escuro
Amarelo Médio
Analysis of Variance
Agua e Oleo
Amphotericin B

Agar Sabouraud Dextrose
American Type Culture Collections

Brain Heart Infusion Collections
Caracteristico (odor do OELO)
Cromatografia Gasosa

Clinical and Laboratory Standards Institute
Controle Negativo

Controle Positivo

Caldo Sabouraud Dextrose

Densidade Optica

Espectrofotdmetro de Massa

Eletro-volt

Homogéneo

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Laboratorio de Dermofarmacia

Laboratério de Demografia e Estudos Populacionais
Microemulséo / Microemulsdes
Microemulséo de 6leo Essencial de Lippia origanoides
nandémetro

Oleo Essencial de Lippia origanoides

Oleo e Agua

potencial Hidrogenidnico

Prétese Dental Removivel

Protese Parcial Removivel

Protese Total Removivel



RPM
S/A
SB
SLF
SMEs
UFC
YPD

Rotacao Por Minuto

Sociedade Anbnima

Saude Bucal

Sistema de Liberagcdo de Farmacos
Sistemas Microemulsionados
Unidade Formadora de Col6nia

Yeast Peptone Dextrose



LISTA DE SIMBOLOS

Percentagem

Grama

Grau Celsius

mililitros

Microgramas

Densidade

massa do picnémetro vazio
massa do picnémetro com agua

massa do picnometro com a formulagéo



2.2
2.3

2.4
2.5
2.6
2.6.1
2.6.2
2.6.3
2.7
2.8

2.9

2.10

2.11
2.12

3.1
3.2

4.1

4.2
4.3
4.3.1
432

SUMARIO

INTRODUGAO ..o, 17
REVISAO DE LITERATURA ...t 18
Dificuldades encontradas por idosos na manutencédo da prétese

dentaria remoVivel (PDR) ..o 18
Principais agentes que dificultam a preservagéo da PDR ........... 19

Principais microrganismos da cavidade oral formadores de

DIOTIIME . e 21
Importancia da C. albicans nasadde oral ...........ccoooiviviiiiieiennnnnnn. 21
Estomatite protética (EP) .......oooviiiiiiiiii e, 22
Métodos de higienizagao para PDR ........ccccoiiiiiiiee 24
MELOAO MECEANICO ...ttt 25
1123 (oTo [0 1@ U111 4o o DU 25
MEtodO COMDINATO ......cvviiiiiiiiiieiiiie e 26
Solucdes higienizadoras para PDR ......cccoooeviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 26

Tratamentos alternativos a base de fototerapicos para uso

(D= o] = 1 Lo PP TR PTPPPP 27
Alternativas higienizadoras para PDR contendo ativos de plantas
com atividade anti-Candida ............ueeevieiiieiiiiiiiiiiiieiere e 29

Caracteristicas etnobotéanicas da |. origanoides, kuth

(VErDENACEAE) ... .. 31
Caracteristicas e utilidades dos 6leos essenciais (OES)................... 33
Microemulsdes (MEs): estrutura e importancia farmacologica......... 34
OBJETIVOS ... .ttt e e e e r e e e e e e e e e anneees 38
GIAL i 38
ESPECITICOS .o 38
MATERIAL E METODOS .....cviiieeceeceeeeeeeeeeee e ete e 36
Caracteristicas do OELo por cromatografia gasosa acoplada a

espectdmetro de massa (CG-EM) ........ccoorrriiiiiiiii i, 36
Preparo dos sistemas microemulsionados. .........cccceeeeveveiiiiiiecceinnnnnn, 37
Caracterizacao das miCroemMulSOES.........cevviiiiiiiiiiiiiiii e 38
Caracteristicas organoleptiCas .........cccovveeeeeeiiieeeeeeeeeeeeeee e 38

Caracteristicas fiSiCO-qQUIMICAS .......ccoeeeeiiieiii, 38



4.3.2.1Verificagao de PH .....uuiiiiiiiiieiiiieee e 39

G B 1= 1] [ = To I U 39
4.3.2.3 Potencial Zeta e Tamanho das Particulas .......ccceeveverevervincnnnnns 40
4.3.2.4 Indice de POlIdiSPEISAD ..eevvurereureeeeeeeeeneeeeeeeeeeaneeeenieeeanseeenaaanns 40
4.4 Avaliacdo da atividade antiflUngiCa .....cvcvveeiririiiiiinerrr s 42
4.4.1 Antifungigrama Pelo Método Disco-Difusdo ...........ccc.ccceevenneenn. 43
4.4.2 COrpPOS A€ PrOVa....cuiuiiiiiiiei e 43
4.4.3 Teste de Formagao de Halo e Inibicdo de Biofilme ............... 44
4.4.3.1 Teste em DifUSEA0 €M AGAr.......cc.uiuiuiumueieininieaniesasaesnssesnsseneaes 44
4.4.3.2 Formagao do Biofilme...........cccoveineminiiiiiiiiieiiiie e e 45
4.4.3.3 Determinagédo do Peso Seco do Biofilme.............cccoevevnvnennnnnnnen. 46
4.5 ANAlISE eStAliSTICA «vvvverieriirieriririe e rarra s s raaranraraaranraneas 46
5 RESULTADO E DISCUSSAO......cciiiiiiiiiieieeieeieeneenn 46
51 ComposSiGa0 dO OELO ... 46
5.2 Cromatograma do OELO ......cc.coovviiiiiieeeeeeiss e eeee e a7
5.3 Preparacao dos sistemas microemulsionados ............ccccceeeviiiiiieeeneeenn. 48
5.4 Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas das MEs .................. 48
5.5 Avaliacao da atividade antifingiCa ..........cccovveevieiiiiiiiiiiiiccce e, 51
5.6 Tratamento do biofilme com os sistemas microemulsionados .............. 55
5.6.1 Pes0 Seco doBIOfiIME ........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiie 52
6 CONCLUSAO. .....coiiiiiinnnnieieieiieieiee ettt 54

REFERENCIAS ...ttt ettt e e e e e e et e e e e e e 55



17

1 INTRODUCAO

Idosos vivem, nas diferentes classes sociais, uma forma diversificada de vida,
como se a aproximacgao do fim de suas existéncias promovesse as desigualdades
sociais. Segundo o Laboratério de Demografia e Estudos Populacionais (LDEP)
(2020), o numero de brasileiros idosos de 65 anos e mais era de somente 1,6
milhdes em 1950, passou para 9,2 milhdes em 2020 e deve alcangar 61,5 milhdes
em 2.100. O crescimento absoluto esta estimado em 38,3 vezes. Em termos
relativos, a populacdo idosa de 65 anos e mais representava 3% do total de
habitantes em 1950, passou para 9,6% em 2020 e deve atingir mais de um tergo
(34,6%) em 2.100 (um aumento de 11,5 vezes no percentual de 1950 para 2.100)
(LDEP, 2020). Com isso, doencas proprias deste segmento ganharam mais
expressao devido o aumento das doengas cronicas e degenerativas.

Esta situacao apresenta como resultado sequelas de doencas que requerem
tratamentos cada vez mais complexos para a recuperacgao e a reabilitacdo da saude
oral, devido ao grande numero de perdas dentarias (BRASIL, 2011). Por sua
relevancia, a reabilitacdo protética necessita de prognédstico alicercado no correto
diagndstico e em um planejamento minucioso (ARRUDA et al., 2020). A prevaléncia
de edéntulos no Brasil € alta, principalmente entre a populagao idosa. Projecoes
futuras verificam um crescimento até 2040, com expectativa de 64 milhdes de
idosos edéntulos no pais (CARDOSO et al., 2016).

Diante das dificuldades vivenciadas pela populacdo de idosos, restauragoes
fixas e removiveis de implantes podem apresentar um desafio para os que sao
dependentes, tanto no manuseio da prétese quanto na sua limpeza (MULLER,
2016). Assim, 0 uso excessivo de farmacos sintéticos propicia o surgimento de
leveduras resistentes, principalmente em pacientes imunossuprimidos, susceptiveis
a infeccoes frequentes (ANDRADE et al., 2012). Portanto, ha necessidade do
desenvolvimento de farmacos naturais de maior eficacia e, nesse contexto, surge a
utilizacdo de fitoterapicos como tratamento alternativo. Os mesmos diferem dos
sintéticos por apresentarem uma diversidade molecular superior proporcionando
novas descobertas, com pesquisa nas atividades biologicas que podem favorecer na
prevencgao e tratamento de doengas (ANDRADE et al., 2012).

Neste contexto, as plantas medicinais sao notoérias devido a presenca de
substancias que conferem aos 0Oleos essenciais e extratos propriedades
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antimicrobianas, que sao reconhecidas, ha séculos, e comprovadas pela ciéncia
(DUARTE, 2006). A Lippia origanoides popularmente conhecida como alecrim-
pimenta, esta entre as plantas com potencial de uso farmacoldgico na Relagéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), publicada em
janeiro de 2009 pelo Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(BRASIL, 2009). A L. origanoides é um arbusto encontrado em varias regides do
Brasil, aromatico, de uso medicinal popular, usada principalmente como antisséptico
(COSTA et al., 2002). Do alecrim-pimenta € extraido 6leo essencial (OE), que é rico
em Timol, responsavel pelo odor caracteristico, o Carvacrol e outros, que conferem
ao OE propriedades bactericida, fungicida, moluscida e larvicida (LEAL et al., 2003;
OLIVEIRA, 2008).

A atividade antimicrobiana do OE e de extratos de L. origanoides contra
varios fungos, bactérias e outros microrganismos ja foi comprovada por diversos
autores (SILVA et al.,, 2010; CAVALCANTI et al.,, 2010; REIS et al.,, 2011,
FERNANDES et al., 2012). Entre os microrganismos mais estudados estdo: Listeria
monocytogenes. Staphylococcus aureus, Entamoeba coli, Streptococcus mutans e
Candida albicans.

A atividade antimicrobiana do timol e do carvacrol tem sido demonstrada por
pesquisas diversas (PASCUAL et al., 2001; GOMES et al., 2011; RIBEIRO et al.,
2013). As substéancias citadas parecem tornar a membrana da célula permeavel, e
sdo capazes de desintegrar a membrana externa de bactérias Gram-negativas
(BURT, 2004). Oliveira et al (2007) constataram a a¢ao antimicrobiana do OE de um
quimiotipo de L. origanoides rico em carvacrol, frenta a C. albicans, Candida
guilliermondii, Candida parapsilosis, Cryptococcus neforms sorotipo A, entre outros.

Considerando o potencial biolégico anteriormente citado da L. origanoides e a
importancia de alternativas aos antifungicos sintéticos disponiveis, esta pesquisa
utilizou o Oleo Essencial de L. origanoides (OELo) através da tecnologia dos
sistemas microemulsionados, preparados em diferentes concentracdes (%),
avaliando-se sua atividade antimicrobiana frente ao fungo C. albicans. A resposta
inflamatoria frente a infeccdo por Candida apresenta uma intima relacdo entre os
habitos de higiene oral, limpeza da prétese dentaria e o comportamento da levedura,
sendo a higienizacao adequada da protese um fator de reducao da prevaléncia da

colonizagdo da cavidade oral (da SILVA et al., 2018). Assim, a adog¢do do uso de
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antifungicos frente a Candida da superficie da protese dentaria € imprescindivel para
prevencao e tratamento de infecgdes (TASSO, 2019).

A Candida é, provavelmente, o maior patégeno oportunista que coloniza a
espécie humana. Sabe-se que habita, inofensivamente, varios nichos do corpo
humano, incluindo a cavidade oral. Entretanto, sob determinadas circunstancias, a
Candida pode causar infeccdo da membrana mucosa externa e patologias
sistémicas que péem em risco a vida do individuo (SENEVIRATNE et al., 2008). A
transicdo de Candida como patdégeno comensal inbcuo para causador de infeccao
fungica pode depender do estado imune do hospedeiro. Isso verifica-se, por
exemplo, em pacientes com VIH/SIDA, transplantados, pacientes sujeitos a quimio e
radioterapia, ou pacientes medicados com farmacos de efeito imunossupressor. Um
dos fatores relevantes que otimiza a viruléncia da Candida é a sua versatilidade na
adaptacao a diversidade de habitats para colonizacdo, formando comunidades
microbianas aderidas a superficies, conhecidas como biofilmes (SENEVIRATNE et
al., 2008).

Portanto, esta pesquisa pretende desenvolver microemulsdo higienizadora
para protese dental removivel (PDR) total ou parcial, eficiente na prevencédo e no
combate a C. albicans, tendo como ativo o OELo. Com isso, pretende-se oferecer ao
publico que usa PDR total ou parcial, um produto de facil manuseio (spray),
acessivel, de producdo simples, com baixo custo energético, que nado promova

resisténcia microbiana e que tenha baixa citotoxidade e genotoxidade.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dificuldades encontradas por idosos na manutencdo de protese dentaria

removivel (PDR)

E considerado idoso o individuo com idade igual ou superior a 65 anos em
paises desenvolvidos, prevalecendo ainda em paises em desenvolvimento a
referéncia dos 60 anos (DOLAN et al., 2005; HEBLIN et al., 2007), como no Brasil. O
envelhecimento tende a ser delicado e doloroso para muitos idosos. Com
frequéncia, eles se veem frente ao isolamento, a falta de apoio familiar e a
dificuldade em lidar com o proprio processo de envelhecimento. Nesse contexto,

merece destaque o envelhecimento com dependéncia, pois essas pessoas
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demandam muitos cuidados e responsabilidades que implicam disponibilidade e
tempo de seus familiares e/ou cuidadores (DAVIM et al., 2004).

A populagao idosa, em geral, representa uma faixa etaria de risco de doencas
e de acesso limitado aos cuidados de saude oral por multiplos fatores, a citar os
econdmicos e psicossociais (PYLE & STOLLER, 2003). Particulariza-se o caso de
idosos institucionalizados, no qual se verifica um pior estado de saude oral
associado ao cuidado minimo de higiene oral (KANDELMAN et al., 2008) e a
restricdo dos cuidados médico-dentarios apenas em situagées emergenciais e nao a
servico da manutencao dentaria (PATIL & PATIL, 2009; PELTOLA et al., 2004).

Ademais, pode-se elencar outras causas da debilitacdo oral associada a
negligéncia da higiene, como: baixo nivel de escolaridade, doencgas sistémicas
(PETERSEN & YAMAMOTO, 2005; PATIL e PATIL, 2009), residéncia em areas
rurais (SAUNDERS & MEYCROWITZ, 2005), tornando-se mais complicada pelo
aparecimento de alteragOes associadas ao envelhecimento, como a diminuigdo na
capacidade visual, destreza e cognitiva (CHALMERS & ETTINGER, 2008).
Associadas a essas causas, pode-se destacar as diversas doencas que tém
manifestacdo na saude oral, como € o caso da deméncia e a doenca de Alzheimer,
nas quais as habilidades motoras os tornam incapazes de efetuarem a higiene oral
(KANDELMAN et al., 2008).

A manutencao de préteses dentarias em pessoas da terceira idade deve ser
algo dindmico e sistémico visto que alteragbes na saude fisica e mental sao
frequentes. Diante disto, o acompanhamento odontolégico apdés a colocacdo da
protese dentaria é fundamental para a longevidade da protese e saude do paciente.

O envelhecer torna o individuo vulneravel a varias doencgas. Aqui, destaca-se
as que acometem a cavidade oral decorrentes das mudancgas anatomo-fisiolégicas
inerentes da idade (REZENDE, 2005; BORAKS, 2002). Segundo Alencar et al
(1994), todos os tecidos da cavidade oral sofrem atrofia e perda da elasticidade
desde a mucosa até as estruturas 6sseas, passando pelos tecidos de sustentacao e
estruturas musculares.

Algumas dessas alteracdes sao resultantes das manifestacdes de patologias
sistémicas, deficiéncias nutricionais, efeitos colaterais devido ao uso recorrente de
farmacos, que afetam o funcionamento dos tecidos periodontais, na denticdo, nas
glandulas salivares e mucosas orais (PEREIRA et al., 2004). Carie coronaria e

radicular, perdas dentarias, atricbes, erosdes, abrasoes, periodontopatias,
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edentulismo, desgastes dentarios, lesdes de tecidos moles, xerostomia, dores
orofaciais, desordens temporomandibulares, problemas de oclusdo e céncer oral,
entre outras, sdo relatados como problemas de saude oral mais prevalentes no
idoso (PUCCA Jr. 1996; AUSTREGESILO et al., 2015).

Diante do exposto, as extragdes dentarias se tornam inevitaveis, o que leva o
individuo a submeter-se a implantacdo de protese dentaria. No entanto, a falta de
orientagdes e assisténcia odontologica posterior a implantagdo da prétese dentaria
removivel (PDR) é um dos fatores que justificam os altos indices de lesdes

associadas as mesmas (DAJANI, 1997).

2.2 Principais agentes que dificultam a preservacao da PDR

O uso continuo de protese dentaria provoca a degeneragdo das glandulas
salivares e a diminuicdo da secrecao salivar, favorecendo o acumulo de biofilme
que, por sua vez, reduz o pH salivar levando a proliferacdo fungica que, em
associacao com fatores mecanicos, quimicos ou biolégicos que permanecem por
longos periodos de utilizagao ininterrupta da prétese dentaria, podem desencadear
lesGes (ELIASSON et al., 1992; JEGANATHAN & LIN, 1992; MORAES, 1994 apud
CASTRO et al., 2006).

Dos microrganismos que compdem a microbiota oral, destaca-se o fungo
Candida spp, que tem a capacidade de adesdo a resina acrilica da base das
proteses, colonizando-a profundamente (DAVENPORT, 1970; BUDTZ-
JORGENSEN, 1990; CHAU et al., 1995), sendo geralmente associado a estomatite
protética (EP). A literatura também revela que apos a instalacao de prétese dentaria
ocorre um aumento nos niveis de Streptococcus mutans na cavidade oral (ROCHA
et al., 2003). Vale ressaltar que muitos dos microrganismos (mais de 700 espécies)
que habitam a cavidade oral, vivem em harmonia, mantendo a homeostase da
regiao (ZARCO et al., 2012; GLURICH et al., 2014). No entanto, quando ha um
desequilibrio da microbiota oral, os microrganismos residentes associados com a
etiologia de alteragcdes orais como a doenca da carie e a doenca periodontal,
promovem alteracdes sistémicas, principalmente infec¢cdes do trato respiratério
(GLURICH et al., 2014).
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2.3 Principais microrganismos da cavidade oral formadores de biofilme

Nos ultimos anos tém sido feitos muitos estudos voltados para o
conhecimento do microbioma oral, pois antes de se estudar qualquer doenca
infecciosa, é imprescindivel decifrar e conhecer a composi¢cdo do microbioma em
individuos saudaveis. Estudos revelam que os microrganismos mais abundantes no
microbioma oral saudavel pertencem aos filos Firmicutes, Proteobacteria,
Fusobacterias e Actinobacteria. Streptococcus é o mais predominante, seguido por
Prevotella, Veillonella, Neisseria e Haemophilus (WANG & GANLY, 2014).

Bactérias como Streptococcus, entre outras, colonizam locais da cavidade
oral favorecendo a formacgdo de biofilme mantendo o equilibrio do ecossistema.
Quando deixa de haver este equilibrio, a saude oral fica comprometida e ocorre
doengas. As duas doencgas orais mais comuns no ser humano sdo as conhecidas
caries dentarias e as doencgas periodontais. O desequilibrio deste ecossistema pode
também desencadear outras doencas como pericardite, pneumonias e Ulceras
gastricas (JENKINSON, 2011; WADE, 2012).

Streptococcus mutans € também importante agente etiologico da carie
dentaria em humanos e fatores de viruléncia, tais como a composicdao de sua
superficie celular e a produgao de bacteriocinas, tém sido investigados em relagcao a
sua cariogenicidade (RODRIGUES et al., 2008). A capacidade de adesdo desse
microrganismo esta relacionada a sua patogenicidade sendo, portanto, objeto de
estudos que visam prevenir a formacdo de lesbes de carie, seja por meio de
métodos mecanicos, como a utilizacdo da escova dental, ou quimicos, como a
utilizacdo de agentes antimicrobianos (PEREIRA, 2005; SAWHNEY & BERRY,
2009). S. mutans habita as superficies da cavidade oral, sendo parte principal dessa
microbiota (LOESCHE, 1982). Tal fato tem sinalizado para muitos pesquisadores
nesta area, em especial a identificacdo e caracterizagcao desses microrganismos, em
seus aspectos morfologicos, bioquimicos, genéticos e soroldgicos.

Por outro lado, doenca que se destaca é a candidiase oral, causada pelo
fungo C. albicans. Nao se trata de uma enfermidade grave, mas se torna importante,
pois niveis elevados deste microrganismo afeta o paladar e a degluticao,
comprometendo a alimentacdo, principalmente nos casos de pacientes
imunocomprometidos, hospitalizados e idosos. A cadidiase oral representa porta de
entrada para complicacdes, como candidiases orofaringeanas, esofagicas,
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laringeanas e sistémicas (URIZAR, 2002; PERAZZO et al., 2004). Extremos de
idade (recém-nascidos e idosos), uso de proteses dentarias, tabagismo, entre

outros, sao alguns dos fatores que predispéem a candidiase oral (URIZAR, 2002).

2.4 Importancia da C. albicans na saude oral

O mais importante microrganismo na patogénese da candidiase é a C.
albicans, e esta presente na flora normal da cavidade oral. Uma situagdo de
parasitismo ocorre quando existe um desequilibrio entre o hospedeiro e o fungo
(CARLO et al., 2015). Etiologicamante, C. albicans € o agente mais comum
associado a infecgdes fungicas orais e corresponde, aproximadamente, a 80% de
todos os microrganismos isolados das lesdes orais (JAVED et al., 2014). Prevé-se a
viruléncia da Candida spp conforme o nivel de adesdo as células epiteliais e
endoteliais, a habilidade de mudar de fenoétipo (levedura para filamento), e a
capacidade de secretar proteases para facilitar a penetracdo celular (HUBER &
TEREZHALMY, 2011).

A patogenicidade da Candida também se deve a formacdo de hifas ou
pseudo-hifas com mais de 200 um de comprimento, representando uma barreira a
fagocitose; producao de metabdlitos que podem provocar reagdes alérgicas (TOZZO
& GRAZZIOTIN, 2012). Acrescenta-se, ainda, mudancas morfolégicas; alteragdes
morfogenéticas que, acredita-se, sdo provocadas por fatores ambientais. Estas
alteracoes resultam na formagao do micélio, o qual esta associado a evolug¢do dos
estados patologicos (SARDI et al., 2013). Considerando os aspectos macroscopicos,
a C. albicans é caracterizada primariamente pela morfologia colonial Umida, cremosa
e odor especifico, de aspecto liso ou rugoso e coloragao branco-amarelado em meio
de cultura Agar Sabouraund, formacao de tubo germinativo, assimilacdo de carbono
e capacidade fermentativa (LU et al., 2004).

C. albicans € um organismo oportunista (PETERS et al., 2012; MAYER et al.,
2013) que, na maioria dos individuos, vive como um comensal em diversas areas do
corpo (MAYER et al., 2013; PETERS et al., 2013; O’'DONNELL et al., 2015). Esta
levedura é capaz de formar colbnias em varios polimeros utilizados para a
confecgao de dispositivos médicos e odontoldgicos, tais como materiais dentarios,

proteses, tubos endotraqueais e cateteres (KOJIC et al., 2004; HARRIOT et al.,
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2009) e produzir biofilmes de erradicagcdo complexa (HARRIOT et al., 2009;
PETERS et al., 2010; O'DONNEL et al., 2015; O'DONNEL et al., 2016).

O fungo C. albicans pode contribuir para a formacao de biofilme, que consiste
em uma comunidade de microrganismos que se ligam irreversivelmente a uma
determinada superficie (material inerte ou tecidos vivos), produzindo polimeros
extracelulares que fornecem uma matriz estrutural (LEWIS, 2001; DONLAN, 2001).
Os microrganismos desse tipo de comunidade apresentam menores taxas de
crescimento e maior resisténcia ao tratamento antimicrobiano, comportando-se de
forma muito diferente das células planctdonicas (DONLAN, 2001). Uma unica espécie
microbiana é capaz de formar biofilme, embora uma mistura de espécies bacterianas
e fungicas esteja geralmente por tras da formacao de biofilme in vivo (DOUGLAS,
2002; O'TOOLE et al., 2000).

Devido as caracteristicas gerais citadas, os biofilmes potencializam o
estabelecimento de abrigos inflexiveis no hospedeiro humano. E o caso dos
biofiimes formados por espécies de Candida, causando infecgées fungicas e
sistémicas em pacientes imunocomprometidos (SIMS et al., 2005). Essas espécies
sdo muito dificeis de tratar devido as suas caracteristicas: resisténcia a drogas
antifungicas, expressao de fatores de viruléncia e capacidade de formar biofilme
(GANGULY & MITCHELL, 2011).

Ainda sobre a C. albicans, estudos relacionam a Candida spp. entre os
principais patdgenos orais causadores da estomatite protética (EP) por protese
dentaria; entretanto, o conhecimento sobre quais fatores de viruléncia favorecem o
aparecimento desses fungos necessitam ser analisados com cautela. A influéncia do
biofilme pode determinar o curso da EP (PEREIRA-CENCI, 2008; RADFORD et al.,

1999), cuja descricao verifica-se a seguir.

2.5 Estomatite protética (EP)

Varios autores, como Braganet et al. (2002); Fuentefria et al. (2010); Bianchi
et al. (2016) afirmaram que entre as patologias mais associadas ao uso de proéteses
removiveis € a EP, sendo esta uma das formas de apresentacado da candidiase oral,
cuja alteracao afeta aproximadamente dois tercos dos portadores de aparelhos
protéticos, resultando em lesdes no paciente, incluindo sangramento, dor e

desconforto que, se nao for tratado adequadamente, pode tornar inviavel o uso de
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préteses, visto que compromete diretamente a saude geral e a qualidade de vida
dessas pessoas (GARDIZANE et al., 2016; RIVERA et al., 2017).

A EP é uma das formas de candidiase que se caracteriza por lesao
inflamatoria na mucosa oral que tem sido considerada a lesdo mais observada em
usuarios de proéteses dentarias removiveis (PDR), apresentando uma prevaléncia de
60 a 72% (WEBB et al., 2005) e, geralmente, esta associada a presenca de
candidiase eritomatosa (BATISTA et al., 1999), que consiste em uma variedade de
sindromes clinicas causadas por um fungo Candida (ALVARES et al., 2007). Varios
sdo os fatores predisponentes. Dentre eles, podemos citar: préoteses intraorais,
deficiéncias nutricionais, doengas metabdlicas, uso de antibidticos, deficiéncia
fisiologica das glandulas salivares e imunossupressao (KLEINNEGGER et al., 2001).
A presengca de dispositivos orais como proteses e aparelhos ortodénticos
podem alterar o nicho oral, promovendo modificagdes nas caracteristicas fisicas e
biolégicas da saliva e também em estruturas orais, podendo causar um desequilibrio
na biota oral (CAMPBELL, 2003). A prétese pode interferir ou contribuir para a
deteccdo de processos clinicos ou subclinicos resultantes da interacdo entre a
mesma e 0S microrganismos e, muitas vezes, esta relacionada com o aparecimento
de lesGes como: ulceras traumaticas, hiperplasias mucogengivais e candidiase oral
(GOIATO et al., 2005). A higienizacdo e desinfeccao diarias de préteses dentarias
removiveis sdo necessarias para a promogao da saude e a conservagao dos tecidos
orais e, a manutencado da mucosa saudavel esta relacionada ao grau de limpeza das
préteses em contato com os tecidos orais (BIANCHI et al., 2016).

A forma convencional de tratamento da EP consiste na prescricao de antifun-
gicos alopaticos de uso topico. Entre esses farmacos destacam-se dois grupos: 0s
derivados poliénicos e azodlicos (CAMPAGNOLE et al.,, 2004). Os derivados
poliénicos, Nistatina e Anfotericina B, possuem, de modo geral, o mesmo
mecanismo de acdo: inibem a sintese de ergosterol em fungos patogénicos,
aumentando a permeabilidade da membrana celular e, como consequéncia, ocorre a
perda dos constituintes citoplasmaticos (CAMPAGNOLE et al., 2004). A Nistatina e a
Anfotericina B sao efetivos contra a maioria das inflamacbdes causadas pelas
espécies de Candida spp (TAVARES, 2001). Entre os derivados azdlicos estao
Cetoconazol, Itraconazol, Fluconazol e Miconazol, que agem de forma similar aos

derivados poliénicos. Estes medicamentos sao indicados para quadros graves de
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candidioses severas da cavidade oral ou com envolvimento do trato orofaringeo
(ANDRADE, 1999).

Os medicamentos alopaticos citados estao disponiveis na forma de suspensao
para bochechos, podendo ser deglutidos, enquanto outros tém formulagdes em
comprimidos, ou capsulas. Porém, as apresentagcbes farmacéuticas na forma de
suspensdes podem ser consideradas de sabor desagradavel, podendo ainda
resultar em nauseas e vomitos. A Anfotericina - B, de uso parenteral, é reservado
para casos sistémicos graves e possui efeitos colaterais como febre, calafrios,
nauseas, diminuicdo da funcdo renal com elevagdo da concentragdo da ureia e
creatinina e reducgao dos niveis de potassio (MARQUES & CAMARGO, 1998). Uma
vez que os tratamentos alopaticos sintéticos podem trazer complicagdes, como as
citadas acima, a ocorréncia da doenca é frequente devido a desisténcia do
tratamento por parte do paciente. Além disso, tem sido relatado que as espécies de
Candida podem desenvolver resisténcia aos medicamentos citados (MENEZES et
al., 2009).

Assim, € importante ressaltar que a confeccdo de proteses novas,
corretamente acrilizadas e ajustadas, controles peridédicos, métodos eficientes de
desinfeccdo e remocgao noturna da prétese sdo medidas preventivas (CUNHA &
MACHINI, 2007; SESMA et al.,, 2005). Quando a patologia j& estd ativa, um
tratamento curativo deve ser prescrito pelo profissional da odontologia, que deve
avaliar a situacdo da cavidade oral, descrever e orientar o tratamento com

antifungicos.

2.6 Métodos de higienizacao para PDR

A prétese dentaria tem por fim restabelecer no usuario a fungcao e a estética
perdidas. Porém sé € possivel se as etapas de confeccdo e proservacao dos
trabalhos protéticos forem adequadamente realizados. Na pratica odontologica
verifica-se com frequéncia lesdes nos tecidos orais originadas do uso de prétese
cuja confeccéao foi inadequada ou até mesmo de orientacao insuficiente ao paciente
pelo cirurgidao dentista quanto ao uso e higienizacdo das mesmas (GOIATO et al.,
2005).

As proteses dentarias podem ser fixas na cavidade oral ou removiveis. Estas,

podem ser parciais (préteses parciais removiveis - PPR) ou totais (proteses totais
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removiveis — PTR) (PHOENIX, 2003). A implantagdo de uma protese removivel
provoca alteragdo quantitativa e qualitativa da placa bacteriana, aumentando os
processos inflamatoérios da cavidade oral (FONSECA, 2007). A falta de informacao
sobre a confecg¢do, uso e manutengcdo das préteses dentarias removiveis ainda é
fato presente no meio odontologico. Pacientes idosos, por apresentarem varias
caracteristicas orais e sistémicas peculiares, como rebordo alveolar reduzido,
mucosa menos resiliente, tecido muscular em degeneragcdo, exigem maior precisao
na adaptacao de suas proteses aos tecidos orais (SOUZA & TAMAKI, 1996).
Verifica-se, portanto, o quao € importante manter esta parcela da populagao
sob os cuidados de politicas publicas efetivas e eficientes e, ainda, um
acompanhamento sistematico dos profissionais da odontologia em ralagcdo aos
usuarios de proteses dentarias, em especial no que se refere aos métodos de
higienizacdo das préteses e dos tecidos orais, com a finalidade de prevenir
patologias bem como promover a longevidade das mesmas. Neste contexto,
encontram-se, precariamente disponibilizados no mercado, materiais destinados a
esse fim. Dentre os métodos de higienizacdo para as PDR, ha trés métodos,

descritos a seguir.

2.6.1 Método mecanico

O método mecanico consiste em realizar a limpeza com uma escova de dente
apropriada, associada ao dentifricio ndo abrasivo ou sabdo neutro. E o mais usado
devido ser simples e de baixo custo, porém requer habilidade manual e, muitas
vezes, as cerdas nao alcancam nichos profundos (SILVA & SEIXAS, 2008). Diante
disto, estudos recomendam que este método seja associado a outro (SESMA et al.,
1999). Ultrassom também é considerado um método mecanico alternativo para
desinfeccdo de proéteses, cujo funcionamento consiste na conversao de energia
elétrica em energia mecanica, com frequéncia de 20.000 ciclos/segundos. E
eficiente na remocao do calculo, da placa bacteriana e manchas que se formam pela
ingestao do café e pelo tabagismo. O procedimento de limpeza se completa pela
imersao da protese em hipoclorito de sédio seguido de efervescentes comerciais
(SHAY, 2000).



28

2.6.2 Método quimico

O método quimico consiste em imergir a prétese em substancias quimicas
com propriedades solvente, detergente, microbiocida/microbioestatica, entre os
guais pode-se destacar: hipoclorito de sbdio, perdxidos alcalinos, acidos e enzimas
(KAZUO et al., 2008).

2.6.3 Método combinado

Fundamenta-se na associagdo do uso de escova apropriada e dentifricio que
nao seja abrasivo ou sabao neutro, seguindo da imersdo em uma solugdo quimica.
E o método mais indicado por ser efetivo na higienizacao das proteses orais (SILVA,
2006). A escovacao remove residuos provenientes da alimentacdo e as solugdes
quimicas atuam contra a microbiota ndo removida pela escovacao, situada em
regidoes mais profundas (MARCHINI et al., 2001).

E importante ressaltar a recomendacéo dos profissionais da saude oral: A
prétese deve ser removida quando o paciente for dormir, deixando-a imersa em um
recipiente com agua, pois permite o descanso dos tecidos orais e otimiza a
circulagao sanguinea da regiao, além do mais, ajuda a manter a integridade fisica da
protese (CUNHA & MARCHINI, 2007; SESMA et al., 2005).

2.7 Solucdes higienizadores para PDR

O usuario de PDR, para manter a integridade do aparelho ao longo do uso é
de extrema importancia a adaptagcéo, o acompanhamento e a orientagao do cirurgiao
dentista acerca dos cuidados com a desinfeccéao, higienizacdo e armazenamento da
mesma. Tais cuidados sao indispensaveis também para manter a saude dos tecidos
orais, prevenindo o desenvolvimento de patologias (FONSECA et al., 2007).

O mercado brasileiro disponibiliza as seguintes solu¢des higienizadoras para
0s usuarios de protese dentaria removivel:

A) hipoclorito de sédio, na forma de solugdo, que dissolve mucinas e outras
substancias organicas. E eficiente na remoc&o do biofilme, remocdo de manchas e é
capaz de eliminar microrganismos tanto em superficie como em profundidade,
apresentando efeito bactericida e fungicida (COUNCIL, 1983; BUDTZ-JORGENSEN,
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1979), mas apresenta desvantagens, como clareamento dos materiais constituintes
da proétese, corrosdo dos componentes metalicos e odor desagradavel (PERACINI et
al., 2010);

B) Perodxidos alcalinos, sdo combinagdes quimicas complexas de ingredientes
ativos, disponiveis na forma de p6 ou tabletes que, quando misturados com a agua,
tornam-se solugdes alcalinas de peroxido de hidrogénio, liberando bolhas de gas
oxigénio que fazem limpeza tanto quimica quanto mecanica, porém deixa residuos
capazes de provocar lesdes nos tecidos orais (ABELSON, 1985);

C) Acidos, geralmente solugdes de acido hidrocloridrico ou associado a um
acido fosférico, sdo efetivos na remocado de manchas e dissolvem componentes
inorgéanicos dos depositos. Sua agao é rapida, mas podem causar acidentes durante
0 Uso, visto seu carater acido, o que exige do usuario manuseio cuidadoso (SESMA
et al., 1999);

D) Enzimas (papaina, lipase, amilase, tripsina, maltase, protease e
dextranase) que estao disponiveis na forma de tabletes soluveis em agua, onde se
encontram sozinhas ou combinadas. Sao eficientes para o controle da placa
bacteriana, visto que atuam quebrando as mucoproteinas, glicoproteinas e
mucopolissacarideos. O gluconato de clorexidina € um antisséptico ativo contra
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, fungos, leveduras, anaerébios
facultativos e aerdbios. Inibe o desenvolvimento do biofiilme. Em baixas
concentracgoes, € bactericida. Sua desvantagem se verifica na formacao de manchas
amareladas e marrons, além do gosto amargo (BUDTZ-JORGENSEN, 1979).

Segundo Paranhos, Silva & Ito (2002), a higiene das proteses dentarias é
falha. Para esses autores, a falta de orientagcdo correta da higienizacéo oral pelos
cirurgides-dentistas, as dificuldades relacionadas as caracteristicas das préteses e a
idade avancada dos pacientes, levando-os a uma diminuicdo da destreza manual,
bem como a falta de divulgacéo e o custo elevado de produtos especificos para
higienizacao das proéteses, justificam a problematica da saude oral observada. Neste
contexto, busca-se por um produto de facil uso, que seja eficaz na prevencéo e
remocao de biofilmes e de depdsitos organicos e inorganicos, bactericida e fungicida
atoxico aos pacientes e de baixo custo (ABELSON, 1985; COUNCIL, 1983;
JEGANATHAN et al., 1997). Sabendo-se que as pesquisas com plantas medicinais
dao origem a medicamentos com menores custos e em menor tempo (OLIVEIRA et

al., 2006), percebe-se os fitoterapicos como uma alternativa que pode vir a
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solucionar/amenizar os problemas citados e que também atendem as caracteristicas

do que seja um produto ideal.

2.8 Tratamentos alternativos a base de fitoterapicos para uso dentario

Os chamados medicamentos fitoterapicos s&o preparacdoes vegetais
padronizadas que consistem de misturas complexas de uma ou mais substancias
presentes na planta que sao preparadas adequadamente e, posteriormente,
prescritos de acordo com a legislacao vigente (DI STASI, 2007). De modo geral, os
compostos fitoterapicos podem ser utilizados nas mais variadas formulas, como
capsulas, comprimidos, géis, pomadas, solugbes aquosas, hidroalcodlicas e
infusdes, sendo estas ultimas conhecidas como chas (FRANCISCO, 2010).

Neste contexto, os seres humanos tém procurado cura para doengas na
natureza desde os tempos remotos. Até recentemente, o uso de fitoterapicos
compreendia suplementos alimentares, bebidas energéticas, multivitaminas,
massagens e produtos para perda de peso (PETROVSKA, 2012). No entanto, outras
areas da saude tém se voltado para o uso de ervas. E o caso da odontologia que
também comecgou a explorar as suas propriedades com o objetivo de aliviar a dor de
dente, a inflamacéao da gengiva e as aftas (KUMAR et al., 2013).

Pesquisas relacionadas a produtos naturais cresceram significativamente
frente ao aumento pela busca por produtos com menor toxicidade, maior atividade
farmacolégica e a biocompatibilidade, além de custos mais acessiveis a populagao
(FRANCISCO, 2010; BORBA, 2006; MARTINS et al., 2014). Antissépticos,
antibacterianos, antimicrobianos, antifungicos, antioxidantes, antivirais e analgésicos
derivados de plantas sdo de amplo interesse na odontologia (SINHA & SINHA, 2014;
SOKOVIC, 2010; SIENKIEWICZ et al., 2011), area onde os fitoterapicos vém se
expandindo, mediante crescentes comprovacdes da eficacia de seus extratos, tanto
no monitoramento do biofilme dental quanto em outras afec¢des orais. Constata-se,
portanto, que a odontologia se beneficia, pois, a flora brasileira é biodiversa
(SOYAMA, 2007).

Plantas como a arvore de mostarda (Salvadora persica), cujas folhas tém sido
usadas como bastdbes de mascar em muitas partes do mundo, com nomes
diferentes. Algumas outras partes, como galhos finos, da planta também sao usadas

para manter a higiene oral. Folhas de eucalipto (Eucaliptus), sucos de cebola (Allium
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cepa) e liméao (Citrus limonum) sdo usados como gargarejos e para aliviar a dor de
dente (SZYSZKOWSKA et al., 2010). Outra planta pesquisada, a danshen (Salvia
miltiorrhiza), também conhecida como salvia vermelha, salvia chinesa € uma planta
da medicina tradicional chinesa que atenua reacgdes inflamatérias e tumorais sem
efeitos adversos consideraveis (CHEN et al., 2014). Por causa de seus efeitos
inibidores de crescimento das células cancerigenas, os extratos de danshen podem
ser adequados como principais candidatos a medicamentos e agentes
quimioterapéuticos no tratamento de cancer oral (THORTON et al., 2013).

Estudos com chas mostram que estas infusbes podem ser utilizadas para
inibir o crescimento de microrganismos, a aderéncia as superficies dentais e
reducdo na producdo de acidos e polissacarideos extracelulares (FRANCISCO,
2010). Espécies como o cravo da india (Syzyguim aromativum), roma (Punica
granatum), malva (Magnoliopsida), tanchagem (Plantago major), amoreira (Morus),
salvia (Salvia officinalis), camomila (Matricaria chamomila), entre outras, sao
indicadas nos casos de gengivite, abcesso na boca, inflamacao e aftas (OLIVEIRA
et al., 2007). Estas plantas tém apresentado agcao microbiocida e microbioestatica
sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, constituintes do biofilme dental
(PEREIRA, 2004; PEREIRA et al.,, 2006). O alho (Allium sativum) também tem
mostrado propriedade antibacteriana, antifungica e antiviral. Essa planta é um
importante coadjuvante no tratamento de pacientes portadores de periodontites
(JUIZ, 2010). Em destaque, o extrato de alho tem mostrado efeito antibacteriano
sobre S. mutans, bactéria do biofilme associada ao surgimento da carie dental (LEE,
2001). Outro fitoterapico com efeito sobre a atividade da S. mutans é o dleo de
copaiba (Copaifera iangsdorffii), além de apresentar atividade analgésica. O acai
(Euterpe oleracea), produz um evidenciador (corante) de placa dental com eficiéncia
de 90% superior a produtos comercializados tais como o verde de malaquita, a
fuccina e a eritrosina (FRANCISCO, 2010).

Varios fitoterapicos tém sido adicionados aos dentifricios. No trabalho de
Ditterich et al., 2007, os autores avaliaram a atividade antimicrobiana de varias
marcas comerciais de dentifricios com componentes terapéuticos. Dentre eles,
podemos citar: Sorriso Herbal (propolis), Malvatricin anti-placa e anti-tartaro (tintura
de malva), Colgate Herbal (camomila), Gessy (extrato de jua), Sorriso (jua e
propolis) e Paradontax (tintura de mirra e camomila). Seus resultados mostraram

que tanto o Staphylococcus aureus como a Escherichia coli sdo sensiveis aos
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dentifricios estudados, além de apresentar acao inibitéria para microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos. Portanto, deve-se ter atencdo na selecédo de
ervas, considerando o efeito das mesmas nos tecidos orais, 0s mecanismos de acao
e os efeitos colaterais (TAHERI et al., 2011). Para isso, é necessario ter
conhecimento adequado sobre este método alternativo no tratamento de patologias

de modo geral.

2.9 Alternativas higienizadoras para pdr contendo ativos de plantas com
atividade anti-Candida

Ha tempos a literatura vem relatando que extratos de plantas apresentam
atividade antimicrobiana sobre patégenos orais, principalmente contra a fungo C.
albicans (KOO et al.,, 2000a; VASCONCELOS et al.,, 2006; SAMET et al., 2007;
PAIVA et al., 2008, DA SILVA et al., 2008; BRAGA et al., 2008; ENDO et al., 2010;
PEREIRA et al., 2011a; ALAVARCE et al., 2015), patégeno geralmente associado a
EP. Em geral, as plantas medicinais apresentam compostos que sao ativos
antimicrobianos e o interesse sobre o estudo desses ativos vem crescendo
enormemente (ENDO et al., 2010; ANIBAL et al., 2013).

Além disso, o uso cronico de antifungicos sintéticos resulta em efeitos
hepatotdéxicos e nefrolégicos (LOMBARD & BUDTZ-JORGENSEN, 1993), podendo
ocorrer também o surgimento de fungos resistentes, uma vez que certas patologias
protéticas reincidem apds a interrupcao do tratamento (QUIRYNEN & BOLLER,
1995; BARBEAU et al., 2003). Comparando-se com os antifungicos convencionais,
acredita-se que o tratamento de patologias antifungicas utilizando fitoterapicos seja
uma alternativa terapéutica isenta de efeitos contrarios e/ou incapazes de causar
interacdes medicamentosas (ERNEST et al., 1995).

Conforme dito anteriormente sobre o uso alternativo de fitoterapicos, o
Quadro 1, a seguir, compila estudos realizados com seis espécies de plantas
medicinais nas quais foram encontrados ativos com atividade antifungica frente a
diferentes espécies de Candida. As mais estudadas foram: Melaleuca atnerfolia
(arvore-de-cha), Allium sativum (alho) e Ricinus communis (mamona) (PEREIRA et
al., 2005).



Quadro 1 - Estudos sobre atividade antifiUngica de fitoterapicos contra
espécies de Candida
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Vazquez e Zawawi Malaleuca Arvore de | Fluconazol
(2002) artnerfolia cha
Vasconcelos et al. Punica Roma Miconazol
(2003) granatum
Sabitha et al. (2005) Allium Alho Clotrimazol
sativum
Catalan et al. (2008) | Malaleuca Arvore de Nistatina
artnerfolia cha
Paiva et al. (2009) Uncaria Unha de Miconazol
tormentosa gato
Wright et al. (2009) | Cymbopogon Capim Violeta
citratus limao genciana a
0,5%
Bakhshi et al. (2012) Allium Alho Nistatina
sativum
Pinelli et al. (2013) Ricinus Mamona Nistatina e
communis Miconazol
Salles et al. (2015) Ricinus Mamona Solucao
communis salina 0,8%

Fonte: FREIRE, (2016)

2.10 Caracteristicas etnobotanicas da L. origanoides, Kuth (Verbenaceae)

A familia Verbenaceae corresponde a uma ampla variedade de plantas

floriferas, caracterizadas como arbustos, arvores de pequeno porte, ervas, cipos ou

trepadeiras lenhosas. Nesta familia, sdo encontrados cerca de 34 géneros e 1.150

espécies, ocorrendo na América do Sul, América do Norte e América Central, em

paises como Brasil, Venezuela, Equador, Colémbia, México e Estados Unidos,
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especificamente em regides tropicais e subtropicais (SMITH et al., 2004; MARK et
al., 2010). No Brasil, sdo encontrados 16 géneros e cerca de 200 espécies dessa
familia (SALIMENA et al., 2015). Diversos taxons de Lippia s&o citados na literatura
em pesquisas que vao desde sua composicdo quimica a testes bioldgicos
(PASCUAL et al., 2001; GOMES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2007).

A L. origanoides Kuth (Figura 1), popularmente conhecida como alecrim-
pimenta, tem sido alvo de pesquisas por apresentar propriedades medicinais
promissoras. Dentre elas pode-se destacar: efeito toxico em células bacterianas, e
atividade antimicrobiana no controle de varios patogenos, incluindo bactérias,
fungos, virus e formas evolutivas de protozoarios (BARRETO et al., 2014). Uma
caracteristica de grande importancia, neste contexto € a presenca dos quimicos
timol e carvacrol, ativos antimicrobiano descritos na literatura (RAJGOPAL et al.,
2015).

L. origanoides esta na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS (RENISUS), publicado em janeiro de 2009 pelo Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2009).

Estudos realizados por Lemos et al. (1990, 1992) revelaram a presenca de
diferentes concentragdes dos ativos quimicos timol e carvacrol em varias espécies
de Lippia. Além do estudo fitoquimico, a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
da L. origanoides contra fungos e bactérias foi verificada. As folhas da L. origanoides
produzem cerca de 4% de Oleo essencial, com a seguinte composi¢ao: timol, teor
variante entre 34,2 e 95%, e o carvacrol, monoterpenos fendlicos com consideravel
acao antibacteriana e antifungica. Dentre estes, destaca-se a vulnerabilidade da C.

albicans a esses compostos.
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Figura 1 - Caracteristicas botanicas da L. origanoides: flores, folhas e
galhos

Fonte: Brasil (2004)

2.11 Caracteristicas e utilidades dos 6leos essenciais (OES)

Quando o assunto € biodiversidade, o Brasil merece destaque. Em se
tratando de espécies da flora, exibe numerosas formas de plantas com
caracteristicas exuberantes ndao sé no aspecto morfolégico, mas também na
variedade de substancias farmacologicamente ativas. Neste contexto, merece
alusao as esséncias naturais, por harmonizar propriedades odoriferas com o fato de
serem biodegradaveis, apresentarem baixa citotoxidade e poderem desempenhar,
concomitantemente, as fungcées dos seus similares sintéticos (MONTERO et al.,
2007), e os OES, que sao substancias extraidas de plantas, sendo um misto de
substancias complexas lipofilicas, aromaticas e viscosas (TELES, 2003). Uma das
caracteristicas dos OES é a volatilidade. Além do mais, sdo sensiveis a
luminosidade, motivo pelo qual devem ser armazenados em recipientes de cor
ambar ou azul-cobalto. A extragdo se da por meio de varios processos. Dentre eles
destaca-se o processo de destilagdo por arraste em vapor de agua (FIGUEIREDO et
al., 2014).
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Estudos em todo o mundo vém corroborando os efeitos satisfatérios de
compostos isolados, extraidos de OES de plantas, que atuam como fungicidas
naturais (ABDELGALEIL et al., 2008; CHANG et al., 2008; KORDALI et al., 2008).
Os constituintes quimicos desses 6leos aromaticos variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, O6leos simples, fendis, aldeidos, éteres, acidos organicos, ésteres,
cetonas, lactonas, cumarinas, até compostos contendo nitrogénio e enxofre. Podem
ser utilizados para a sintese de vitaminas, antibidticos e antissépticos (SIMOES et
al., 2004). A composicado dos OES de uma planta é determinada pelo seu conjunto
gendmico, sendo geralmente especifica para um determinado 6rgédo e caracteristica
para o seu estagio de desenvolvimento (MORAIS & BRAZ- FILHO, 2007).
Entretanto, fatores ambientais, tais como temperatura, umidade relativa, tempo de
exposicao ao sol, regime de ventos, grau de hidratacao do terreno e presenca de
micronutrientes no solo podem influenciar na composicdo dos OES (MORAIS &
BRAZ-FILHO, 2007).

O dleo essencial da L. origanoides tem sido estudado quanto as variagdes
quantitativas nos teores de seus constituintes majoritarios (STARHENKO et al.,
2010; VEGA-VELA & SANCHEZ, 2012). Betancur-Galvis et al. (2011) analisaram a
composi¢cdo quimica, a atividade antifungica e citotdéxica de nove 6leos essenciais
obtidos da L. origanoides coletadas em diferentes regides da Colémbia, que foram
classificados em trés quimiotipos, de acordo com a variagdo quantitativa nos teores
dos constituintes majoritarios, sendo eles: timol, carvacrol, p-cimeno/trans-f3 -
cariofileno, bem como a presenca de compostos fixos (pinocembrina, naringenina,
luteolina e quercetina) e dos volateis (timol e carvacrol). Essas descobertas sao
indicios de que essa espécie possui potencial como antioxidante e antimicrobiano
natural.

Em se tratando do OELo, testes in vitro tém sido feitos com diferentes
microrganismos, cujos resultados tém sido promissores para a industria
farmacéutica (PRUDENTE & MOURA, 2013). Para os fungos, os OES podem afetar
a barreira de protecdo dos esporos ou agir antes da sua formacao, resultando no
desenvolvimento anormal e/ou rompendo os tubos germinativos (DANTYGNY &
NANGUY, 2009). Muitos OES tém sido estudados e muitos deles tém chamado a
atencao da industria farmacéutica, contribuindo nas pesquisas de tratamento para
doencas infecciosas (PRUDENTE & MOURA, 2013), além do setor de higiene, no
desenvolvimento de desinfetantes e sanitizantes (BERALDO et al., 2013; PEREIRA
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et al., 2014; ROCHA et al., 2014). Na sua esséncia, os OES estdo presentes nas
plantas como mecanismos de defesa contra bactérias, fungos e insetos (BAKKALI et
al, 2008).

2.12 Mcroemulsdes (MEs): estrutura e importancia farmacoldgica

Os sistemas microemulsionados foram introduzidos na literatura por Hoar e
Schulman (HOAR & SCHULMAN, 1943). No entanto, o termo microemulsdo so
passou a ser usado no final da década de 1950 por Schulman e colaboradores
(SCHULMAN et al., 1959).

Microemulsées (Figura 2) podem ser definidas como sistemas
termodinamicamente estaveis, isotropicos, transparentes, que se formam a partir de
uma aparente solubilizagdo espontanea de dois liquidos imisciveis, geralmente agua
e Oleo, estabilizados por um filme de compostos tensoativos, localizados na interface
6leo e agua (GUIMARAES, 2013; FANUN, 2012; LI et al., 2012; DAMASCENO et al.,
2011; ROSSI et al., 2007; FORMARIZ et al., 2005).

Por apresentar caracteristicas singulares, como a facilidade de preparacgodes e
de esterilizacdo por filtracdo, estabilidade termodinémica, viscosidade adequada,
transparéncia e a capacidade de solubilizar farmacos hidrofobicos, hidrofilicos e
anfifilicos, a utilizacdo de sistemas microemulsionados vem se tornando uma
realidade (DAMASCENO et al., 2011). Tais aspectos viabilizam uma melhor
biodisponibilidade e diminuicdo da toxicidade dos farmacos, os quais, considerando
sua composicao, podem ser aplicados sem restricao, as vias de administragao oral,
ocular, parenteral, transdérmica, tépica, vaginal e retal (GUPTA & MOULIK, 2008).

Os sistemas microemulsionados podem ser distinguidos pela polaridade da
fase dispersa, sendo do tipo 6leo e agua (O/A), quando as goticulas esféricas de
6leo sdo envolvidas pelas moléculas de tensoativos em uma fase continua de agua,
e do tipo agua e 6leo (A/O), quando a fase aquosa € a interna e o 6leo sendo a fase
continua (DAMASCENO et al., 2011).
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Figura 2 - Estrutura de microemulsdes direta (O/A) e inversa (A/O)

(')‘LEO \ ( Acia @ O S)

EMULSAO A/O EMULSAO OIA

Fonte: Araujo (modificada) (2001)

Quando comparados as formas tradicionais de administracdo de farmacos, o
sistema de liberacdo de farmaco (SLF) apresenta outras vantagens, a citar a ndo
exposicao do ativo ao metabolismo de primeira passagem e, também, nao é invasivo
(SUBEDI et al., 2010).

A quantidade de produtos farmacéuticos utilizando a tecnologia de sistemas
carreadores de farmacos, as MEs, tém aumentado significativamente e se mostram
promissores (VERMA & GASCO, 2001). O interesse no uso das MEs como sistemas
liberadores de farmacos vem ganhando mais atengcdo por parte dos laboratérios
industriais e dos pesquisadores académicos. Consiste em uma alternativa
farmaccologica de baixo custo para o preparo, uma vez que nhao requer
equipamentos especificos ou complexos, fato verifcado ao longo do
desenvolvimento desta pesquisa.

Partindo deste principio e pelo fato de, até a presente data, ndo existir na
literatura pesquisas envolvendo o desenvolvimento de ME com ativo de OELo com
acao inibitéria do fungo C. albicans em biofilme em superficie de resina propria para
confeccao de prétese dentaria, esta pesquisa pretende adquirir um produto que seja
eficiente neste propdsito, além de ser de facil uso, baixo custo, sustentavel, com

baixas ou nulas citotoxidade e genotoxidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver microemulsdo higienizadora para protese dental removivel,

eficiente no combata a C. albicans, tendo como principio ativo o OELo.

3.2 Especificos

o Obter MEs que sejam eficientes contra contaminagéo por C.
albicans em PDR;

o Caracterizar as MEs desenvolvidas, através de suas
propriedades organolépticas e Fisico-Quimicas;

o Verificar em testes in vitro a eficiéncia de MEs com ativo de
OELo frente ao fungo C. albicans, através do teste de disco-difusao;

o Investigar a eficiéncia das MEs como agente inibidor da
formacao de biofilme em PDR pela C. albicans em testes in vitro.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracteristicas do oelo por cromatografia gasosa acoplada a espectdometro
de massa (GC-EM)

A analise cromatografica da composicdo quimica para quantificacdo e
identificacdo dos compostos presentes no OELo foi realizada no Laboratério de
Geoquimica (LAGO) da Universidade Federal do Piaui - UFPI.

A cromatografia gasosa € uma técnica de separacao de misturas que se
baseia na diferenca de energia requerida para que cada componente da mistura
passe da superficie liquida para uma fase gasosa. Analises de CG-EM foram
realizadas no cromatografo GCMS-QP2010 SE, AOC-5000 auto injetor da
SHIMADZU, seguindo as seguintes condicoes de andlise: injetor 250° C, e
temperatura inicial do forno de 50° C, apresentando uma rampa de aquecimento 5°
C/mim até 260°C permanecendo por 10 minutos, razao Split de 1:100, temperatura
de interface 250°C e fonte de 250°C, faixa de massas de 50 a 400 Daltons, ionizagao

por impactos de elétrons, 70 eV. Para cromatografia dos componentes foi
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empregado uma coluna DB5-MS Ul (Agilent), 30 cm x 0,25 mm, espessura do filme
interno de 0,25 pm com fase estacionaria de difenil dimetilpolissiloxano e Hélio como
gas arraste.

A identificagc&o foi realizada por comparagéo dos espectros de massas com 0s
das bibliotecas Nist08 e comparacao com os registros de base da literatura (SILVA,
2012). A caracterizagdo cromatografica revelou os componentes do OELo,

apresentados na Tabela 1.

4.2 Preparo dos sistemas microemulsionados

Durante a fase de formulagdes, foram desenvolvidos quatro sistemas
microemulsionados com diferentes concentragcbes do OELo a ser incorporado,
adquirido na empresa Agropaulo Agroindustrial S/A, Fazenda Lagoa Vermelha, Rod.
CE 123, Km 40 Jaguaruana - CE, Brasil. Foram também utilizadas as seguintes
substéancias: tensoativo Labrosol®; co-tensoativo Plurol®; Miristato de Isopropila®
(Synth, Brasil) e agua purificada.

Os sistemas desenvolvidos foram denominados ME1, ME2, ME3 e ME4,
cujos percentuais de OELo foram: 1%, 2%, 4% e 6%, respectivamente, além do
controle negativo - CN - (auséncia do OEL0) e o controle positivo para os testes
microbioldgicos. A substancia quimica de referéncia utilizada como controle positivo
foi Anfotericina B®, antifungico de amplo espectro, inibidor de membrana plasmatica,
alterando sua permeabilidade e provocando extravasamento dos componentes
intracelulares em leveduras e fungos (KLEIN, 2007). Foram selecionadas cinco
substancias para compor as microemulsées: Labrosol (tensoativo); plurol (co-

tensoativo); miristato de isopropila, agua destilada e OELo, conforme mostra o

quadro 2, a seguir.
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Quadro 2 - Substancias usadas no preparo das Microemulsdes

Labrosol®

Plurol®

Oleo essencial de L. origanoides®

Fase Oleosa (lipofilica) - Miristato de Isopropila®
Fase Aquosa (hidrofilica) - Agua
desmineralizada®

ME1, ME2, ME3 e ME 4

Labrosol®

Plurol®

Controle Negativo Fase Oleosa (lipofilica) - Miristato de Isopropila®
Fase Aquosa (hidrofilica) - Agua
desmineralizada®

Controle Positivo Anfotericina B® (128 pg/mL)

Fonte: Autoria propria (2022)

A preparacao dos sistemas microemulsionados ocorreu no Laboratério de
Dermofarmacia (LADERMO), Universidade Federal do Piaui — UFPI. Neste
processo, para cada uma das quatro microemulsdes foram selecionadas cinco
substancias, com variagcdes em suas concentracdes. Cada formulacdo teve seu
preparo individual, iniciando-se com a pesagem das substancias em balanca
analitica, aferindo a massa em gramas (g) de cada componente, realizando, na
sequéncia, a homogeneizacdo através de um agitador magnético multiplo (SP
LABOR®), em velocidades e tempos variados. As microemulsées apresentaram
diferentes concentracdes de L. origanoides, diferentes concentracdes de miristato de
isopropila, mantendo-se constantes as concentracdes do tensoativo, co-tensoativo e

agua destilada, conforme Quadro 3, a seguir.
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Quadro 3 - Descricdo da metotodologia usada na preparacgédo das
microemulsdes e dos controles.

Labrosol 40% + Plurol 10%, agitada a 500 rpm por 5min. Apos esse
tempo, elevou-se para 700 rpm por 10min. Acrescentou-se 14% de
Miristato de Isopropila, deixando ser agitado por 5min a 500 rpm.
ME1 Apos esse tempo, elevou-se para 700 rpm, por 10min. Acrescentou-
se 1% de Oleo essencial da L. origanoides, seguindo 0os mesmos
tempos e rpm citados anteriormente. Por fim, acrescentou-se 35% de
agua desmineralizada a 700 rpm, por 30min.

Labrosol 40% + Plurol10%, agitada a 500 rpm por 5min. Apds esse
tempo, elevou-se para 700 rpm por 10 min. Acrescentou-se 13% de
Miristato de Isopropila, deixando ser agitado por 5 min a 500 rpm.
ME2 Apoés esse tempo, elevou-se para 700 rpm por 10 min. Acrescentou-
se 2% de Oleo essencial de L. origanoides, seguindo 0os mesmos
tempos e rpm citados anteriormente. Por fim, acrescentou-se 35% de
agua desmineralizada a 700 rpm, por 30 min.

Labrosol 40%+ Plurol 10%, agitada a 500 rpm por 5mi. Apés esse
tempo, elevou-se para 700 rpm por 10min. Acrescentou-se 11% de
Miristato de Isopropila, deixando ser agitado por 5min a 500 rpm.
ME3 Apos esse tempo, elevou-se para 700 rpm por 10min. Acrescentou-se
4% do Oleo essencial de L. origanoides, seguindo 0s mesmos
tempos e rpm citados anteriormente. Acrescentou-se 35% de agua
desmineralizada a 700 rpm, por 30min.

Labrosol 40% + Plurol 10%, agitada a 500 rpm por 5min. Apos esse
tempo, elevou-se para 700 rpm por 10min. Acrescentou-se 6% de
Miristato de Isopropila, deixando ser agitado por 5 min a 500 rpm.
ME4 Apds esse tempo, elevou-se para 700 rpm por 10min. Acrescentou-se
6% de Oleo essencial de L. origanoides, seguindo os mesmos
tempos e rpm citados anteriormente. Acrescentou-se 35% de agua
desmineralizada a 700 rpm, por 30min.

Controle

Negativo
Labrosol 40% + Plurol 10%, agitada a 500 rpm por 5min. Apos esse
tempo acrescentou-se 15% Miristato de isopropila, deixando ser
agitado por 5min a 500 rpm. Apds esse tempo, elevou-se para 700
rpm por 10 min. Acrescentou-se 35% de agua desmineralizada a 700
rpm por 30min.

gggittri%e Anfotericina-B® (128 pg/mL)

Fonte: Autoria prépria (2022)
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4.3 Caracterizacdo das MES

4.3.1 Caracteristicas Organolépticas

A analise sensorial € importante para avaliar as caracteristicas dos produtos,
desde a escolha de cada matéria-prima, a realizacdo da manipulacao, até a
finalizagcdo das formulagdes. Para isso, foram realizados diferentes testes com o
propoésito de prevenir resultados negativos no produto (TEIXEIRA, 2009). Apesar da
simplicidade da avaliagao das caracteristicas organolépticas, problemas no aspecto
visual e/ou na homogeneidade constituem indicadores seguros de problemas nas
matérias-primas ou na preparacdo (OLIVEIRA, 2009). As caracteristicas
organolépticas analisadas para avaliar as microemulsdes nesta pesquisa foram: cor
(Amarelo - A; Amarelo-Claro - AC; Amarelo Médio - AM e Amarelo-Escuro - AE),
aspecto: Homogéneo - HO e odor Caracteristico - C; Sem Alteragdo - AS
(SANTOS, 2015).

4.3.2 Caracteristicas Fisico-Quimicas

A analise fisico-quimica consiste em processos e técnicas que tém por
finalidade determinar uma ou mais caracteristicas de um produto, processo ou
servico, de acordo com um procedimento especificado (DJORDJEVIC et al., 2014;
HAYES et al, 2013). Nesta pesquisa, as caracteristicas fisico-quimicas das
microemulsdes analisadas foram: pH, densidade, potencial Zeta, tamanho das

particulas e indice de polidispersao (IPD).

4.3.2.1 Verificacéo de pH

O pH das microemulsbées foi determinado por potenciometria. Para isso,
utilizou-se o pHmetro (Bel engineering, modelo w3B meter) pela determinacdo da
diferenca de potencial entre dois eletrodos, imersos na amostra a ser analisada.
Antes de usa-lo foi feita limpeza do equipamento e calibracao do eletrodo, utilizando-
se solucoes tampao de referéncia (pH 4 e 7). Para esta analise, feita em ftriplicata,
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utilizou-se Beckers de 15 mL, contendo 10 g de cada formulag&o. A medicao foi feita
diretamente nas amostras, imergindo-se o eletrodo diretamente nas microemulsdes
(BRASIL, 2010).

4.3.2.2 Densidade

Para a analise da densidade, utilizou-se picndmetros de vidro com
capacidade de 10 mL cada. Cada um dos picnoémetros foram pesados vazios, cujos
pesos em gramas (g) foram anotados. Em seguida encheu-se os picndmetros com
agua purificada cuidadosamente para evitar a formagdo de bolhas, pesando-os
novamente. Em seguida, encheu-se os picnometros com cada uma das amostras
das microemulsdes, pesando-os mais uma vez (BRASIL, 2003).

As densidades das microemulsdes desenvolvidas, foram determinadas pela
densidade relativa utilizando agua destilada como padréo. O calculo foi executado a
temperatura de 25 'C, (FARMACOLOGIA BRASILEIRA, 2010; BRASIL, 2000). As
densidades foram calculadas através da equacdo mostrada a seguir, onde d =
densidade; mo, = massa do picndmetro vazio; ms = massa do picndmetro com agua
destilada e m2 = massa do picnédmetro com a amostra da microemuls&o. A analise foi

feita em triplicata.

d =m2—m0 (1)

mi1-m0

4.3.2.3 Potencial Zeta e Tamanho das Particulas

Potencial zeta € uma medida de magnitude eletrostatica de repulsdo ou
atracdo de cargas entre particulas. Consiste em um parametro fundamental para
indicar se a estabilidade da formulagcdo é alta ou baixa. Esta medida fornece
detalhes sobre as dispersées, como agregacao ou floculacdo e pode ser aplicada
para aumentar a estabilidade de dispersdes, emulsdes e suspensdes. O potencial
zeta demonstra o potencial elétrico de superficie das goticulas. Através de técnicas
de eletroforese pode-se verificar este potencial, que € influenciado pelas mudancgas
na interface com o meio dispersante. Um alto potencial zeta garante boa
estabilidade fisico-quimica da dispersao coloidal (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Para analise do potencial zeta, foi utilizado um instrumento dindmico de
dispersado de luz, Zetasizer NanoZS90 (Malvern Panalytic cal), que apresenta um
laser de He-Ne com comprimento de onda de 633 nm e opera com um angulo de
disperséao fixo em 90°. Antes da avaliagdo, as amostras, em triplicata, foram diluidas
em agua destilada, na proporgao de 1:1000, a uma temperatura de 25°C.

A determinacdo do tamanho das particulas foi realizada com o objetivo de
averiguar se as particulas apresentam dimensdes micrométricas, visto que quanto
menor o tamanho das particulas de uma ME, melhor a biodisponibilidade do farmaco
em estudo. Segundo Reis (2014), o tamanho das particulas € considerado o

parametro mais importante para a avaliagao da estabilidade de um sistema disperso.

4.3.2.4 indice de Polidispersio (PDI)

O PDI é um indicador de estabilidade e distribuicdo de tamanho das goticulas.
Seu valor varia de 0,0 a 1,0. Quanto maior o PDI, menor a uniformidade entre
tamanho de goticulas (PATEL et al., 2013) e, inversamente, quanto mais proximo de
zero, maior a homogeneidade de tamanho entre as goticulas (MOGHIMIPOUR et al.,
2013).

O indice de polidispersao das MEs foi determinado em equipamento Zetasizer
NamoZS90 (Malvern Panalytic cal). As medidas foram realizadas em triplicata sob
temperatura constante de 25 °C, com feixe de luz de comprimento de onda de 659
nm, com angulo de incidéncia de 90°. As analises foram realizadas com as
microemulsdes diluidas em agua destilada, na propor¢cao de 1:1000.

O PDI revela a homogeneidade da populacdo de goticulas, caracterizando
uma distribuicdo monomodal ou polimodal. Nesta pesquisa, os valores de PDI foram
altos, o que sugere uma distribuicido de tamanho mais ampla ou polimodal
(SOARES, 2012).

4.4 Avaliacao da atividade antifungica

No preparo do meio de cultura para verificacdo da viabilidade das cepas do
fungo C. albicans, que estavam estocadas no Laboratério de Pesquisas
Microbiolégicas de Microbiologia da Universidade Federal do Piaui - UFPI, ATCC
(American Type Culture Collection) 10231, utilizou-se 13 g de Agar Sabouraud
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Dextrose (ASD), para preparar 200 mL de meio, conforme instru¢des do fabricante.
O Erlenmeyer contendo o ASD foi levado a autoclave, a uma temperatura de 121°C
a 1 atm de pressao durante 45 min. Apds esse tempo, regulou-se a autoclave para
60° Cx e esperou-se mais 15 min. Foram utilizadas 10 placas de Petri, previamente
esterilizadas. Em cada uma das placas foram colocados 15 mL do meio de cultura
para realizagdo da semeadura de indculos do fungo C. albicans, utilizando-se, para
isso, uma alca microbiolégica de platina flambada, através da técnica de
esgotamento, para isolamento desta levedura. As placas de Petri foram incubadas
em estufa por 48h, a 36° C+ (SILVA et al., 2007). Todos esses procedimentos foram
realizados no Laboratério de Pesquisas Microbioldégicas de Microbiologia da
Universidade Federal do Piaui — UFPI.

A cepa do fungo C. albicans de referéncia ATCC 10231, estava estocada em
congelador no Laboratério de Pesquisas Microbioldgicas da Universidade Federal do
Piaui — UFPI. As cepas, apds o periodo de incubagao, se apresentaram confiaveis
para realizagcao dos testes, uma vez que se desenvolveram formando col6nias.

Para realizagdo dos testes, preparou-se dois meios de culturas: caldo BHI
(Brain Heart Infusion) e Mueller-Hinton Agar. Preparou-se os dois meios de cultura
para avaliar qual o mais relevante para a formacao de colénias. No preparo destes
meios de cultura seguiu-se as instru¢coes do fabricante. Ao Mueller-Hinton Agar,
acrescentou-se 2% de glicose. Ambos foram levados a autoclave por tempo
suficiente para atingir a temperatura de 121° C. Apds esse tempo, regulou-se a
estufa em 60° C+, por mais 15 min. O meio BHI foi distribuido em 06 tubos Falcon
(10 mL em cada um) e o meio Mueller-Hinton Agar foi distribuido em 15 placas de
Petri (9 x 15 mm). As placas de Petri foram inoculadas com o fungo C. albicans e
guardadas em estufa a uma temperatura de 36° C %, por 48h (CLINICAL AND
LABORATORY INSTITUTE, 2007).

4.4.1 Antifungigrama Pelo Método de Disco-Difusao

O teste de disco-difusdao (Protocolo M44-A) foi realizado em meios Mueller-
Hinton Agar, suplementado com glicose a 2%, e BHI. O inéculo foi preparado
usando-se colbnias de aproximadamente 1mm de didametro, que foram suspensas
em 15 mL de solucao salina esterilizada e transferida para as placas de Petri e para
os tubos Falcon através de alca bactriolégica. A turbidez da suspensao foi ajustada
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para o padrdo McFarland 0,5 aproximadamente de 1 a 4 x 108 UFC/mL (Unidade
Formadora de Colbnias). Em 12 placas foram depositados quatro discos de papel,
cada um deles embebido com uma das formulagdes testadas (em triplicata); duas
placas com discos embebidos com o controle positivo (CP) e duas com discos
embebidos com o controle negativo (CN). A seguir, as placas e os tubos inoculados
foram levados a estufa bacterioldgica, a 37° Ct, por 48 horas. Os testes foram
realizados em ftriplicata e comparados aos controles positivo (Anfotericina B®) e
negativo (auséncia do ativo). As placas foram lidas visualmente apds um periodo de
incubacao citado, a 35° C e mensurados os halos formados em torno dos discos
antifungicos com uma régua, expressos em milimetros (DE VASCONCELOQOS et al.,
2011; ESPINEL, 2007).

4.4.2 Corpos de Prova

As amostras de resina acrilica para base de préteses foram confeccionadas
utilizando a resina autopolimerizavel VIPI (VIPlI Produtos Odontolégicos,
Pirassununga, Brasil), de acordo com as instru¢des do fabricante. Ao chegar na fase
plastica da resina, ela foi pressionada por duas placas de vidro até chegar a
espessura pretendida (2 mm) e foi demarcada com auxilio de um molde de vidro
com o diametro de 4 mm. Apds endurecimento total da resina, os corpos de prova
obtidos passaram pela fase de acabamento e polimento com discos de abrasividade
decrescente (Soflex Pop On - 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) montados em
micromotor e contra angulo odontologico, ficando com suas dimensdes finais de 4
mm x 2 mm. Os corpos de prova ficaram submersos em agua destilada a
temperatura ambiente até a utilizagao e foram esterilizados em autoclave comum por

40 min, momento em que atingiu 121°C.

4.4.3 Teste de formacéao de halo e inibicao de biofilme

4.4.3.1 Teste de Difusdo em Agar

Os testes de disco-difusdo em agar foram feitos conforme descrito no
documento M44-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009) com
a modificacdo de que o meio de cultura utilizado para determinacao dos halos de
crescimento foi o agar ASD. 100 pL da suspenséo de C. albicans preparada em
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solugdo salina fisiologica (NaCl 0,85%) com turbidez equivalente ao tubo 2 da escala
McFarland (10° células/mL) foi espalhada com uma alga de Drigaski descartavel, na
superficie do agar ASD. Discos de papel estéreis embebidos com os sistemas
microemulsionados foram colocados na superficie da placa apds a inoculagdo. Os
tratamentos consistiram nas microemulsdes a base de L. origanoides a 1%, 2%, 4%
e 6%. Como controle negativo foi utilizada uma formulagdo sem o ativo e como
controle positivo, o antifungico Anfotericina B (128 pg/mL). As placas foram
incubadas a 37° Ct e, apo6s 48 horas, o halo de inibigado do crescimento foi medido
com auxilio de uma régua milimetrada. A metodologia de disco-difus&o foi realizada

de acordo com as instrucdoes do CLSI, adequando-se o meio ASD.

4.4.3.2 Formacéao do Biofilme

No teste da formacao do biofilme, células leveduriformes foram semeadas em
ASD (Difco Laboratories) a 37° Cx por 18 horas para a obtencdo das col6nias. As
cepas fungicas foram inoculadas em tubos tipo Falcon contendo 4 mL em caldo
(YPD), em seguida, incubadas em uma temperatura de 37 °C+ durante 18 horas
para seu crescimento em caldo. Apds este periodo, parte dessa suspensao foi
colocada em outro tubo Falcon com meio YPG estéril para reajustar a concentragao
celular em 10° células/mL, de acordo com a densidade dptica (DO) de 2,0 na escala
McFarland. Posteriormente, para avaliacdo da fase de adesao, 0,5 mL da suspensao
celular padronizada foi transferida para placas de 24 po¢os onde estavam os corpos
de prova no fundo de cada poco. A seguir, a placa foi incubada por duas (2) horas
em uma temperatura de 37° C+ para adesao inicial. Apds esse periodo, uma aliquota
de 0,5 mL do meio YPG foi adicionada em cada poco e 0,5 mL de cada um dos
tratamentos (microemulsées de L. origanoides 1%, 2%, 4% e 6%, NaCl 0,85% e
Anfotericina-B) nos poc¢os correspondentes. Assim, o volume final do meio em cada
poco foi de 1,5 mL. Em seguida, a placa de 24 pocos foi incubada a 37° C+ por 72
horas.

Apos 72 horas de desenvolvimento do biofilme, os corpos de prova foram
transferidos para uma nova placa de 24 pocos contendo 0,5 mL de solucao salina. O
biofilme foi entdo removido para essa solucao por pipetacao e a suspensao obtida
transferida para eppendorfs estéreis. A partir dessa suspensao do biofilme, 100 uL
foram utilizados para fazer a diluigdo seriada (10" a 107) e cada uma das diluicdes
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plaqueadas em agar ASD em triplicata, as quais foram incubadas por 48 horas a 37°

C+ para posterior contagem das unidades formadores de col6nias (UFC).

4.4.3.3 Determinacéo do Peso Seco do Biofilme

Volumes de 200 pl da suspensao de biofilme foram colocados em novos
eppendorfs de 1,0 mL, previamente pesados e rotulados. Estes microtubos foram
centrifugados (5 min, 10000 g), o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado com agua destilada e deionizada. O precipitado foi dessecado por 24 horas.
Apos esse periodo, os microtubos foram pesados. O peso seco do precipitado foi
calculado subtraindo o peso inicial dos microtubos (SALLI & OUWEHAND, 2015).

4.5 Analise estatistica

Os pressupostos de igualdade de variancia e distribuicdo normal de erros
foram verificados para todas as variaveis de respostas testadas e os dados que nao
atenderam ao pressuposto foram transformados quando necessarios (BOX et al.,
2005). Os dados de UFC originais foram transformados em logaritmos na base 10.
O software Graphpad prism 9,02 program (Graphpad, La Jolla, Ca, USA) foi usado
para analise estatistica ANOVA seguida do teste de Tukey, utilizado para comparar

as variaveis transformadas e o nivel de significancia foi de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicado quimicado OELo

O OELo foi analisado por Cromatografia gasosa, CG-EM. Pela analise da
composicao quimica, foram identificados 20 constituintes conforme apresentados na
Tabela 1, a seguir. Os constituintes majoritarios foram o Tymol com 44,65%, o p-
Cymene 12,81% e o Carvacrol 11,30%. Comparados a outros estudos, ocorre uma
diversidade de componentes majoritarios que, segundo Gomes et al (2011), pode
estar relacionado as condi¢des genéticas, em funcdo do local e das condicoes em
que a planta foi cultivada.
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Tabela 1- Composi¢do quimica do 6leo essencial de Lippia origanoides

Area Area
N°| RT Similaridade Constituinte Férmula Molecular | Absoluta Relativa%
1 | 6.343 96 a-Thujene CioH16 1432992 1,85%
2 | 6.546 96 a-pinene CioH1s 581447 0,75%
3 | 8.002 94 b-Myrcene CioH16 1395490 1,81%
4 | 8.820 96 4-Carene CioH1s 1635620 2,12%
5 | 9.047 96 0-Cymene CioHu4 9903748 12,81%
6 | 9.182 95 D-Limonene CioH16 390244 0,50%
7| 9.277 97 Eucalytol C10 H1s0 1014494 1,31%
8 | 10.034 97 1,4-Cyclohexadiene CioH16 5794253 7,50%
9 | 12541 96 2,7-Octadien-4-ol C10H160 410523 0,53%
10 | 13.757 95 3-Cyclohexen-1-ol C1oH180 412562 0,53%
Anisole, 2-isopropyl-
11 | 15.160 96 5-methyl C11H160 1083393 1,40%
12 | 16.959 96 Thymol C10H140 34516518 44,65%
13| 17.189 95 Carvacrol C1oH140 8734180 11,30%
14 | 19.445 96 Copaene C10H150 532545 0,69%
15 | 20.680 96 Caryophyllene CisHag 7661926 9,91%
1H-
16 | 21.183 95 Cycloprop[e]azulene CisHag 350837 0,45%
17 | 21.640 95 a-Caryophyllene CisHag 356186 0,46%
Phenol, 3-(1,1-
dimethylethyl)-4-
18 | 22.125 84 methoxy C11H1602 347635 0,45%
19 | 22.689 92 Gemacrene-B CisHag 410563 0,53%
20 | 23.230 92 Naphthalene CisHas 336457 0,44%

Fonte: Autoria Propria (2022)

Vega-Vela et al (2013) salientam que os niveis de diversidade genética em L.
origanoides sao elevados. O composto majoritario pode variar gerando quimiotipos.
Para populacdes de regides diferentes da Coldmbia, sete quimiotipos foram
encontrados por Vega-Vela et al (2013). Estudos realizados por Costa et al (2011);
Castro et al (2011); Andrade et al (2014) e Queiroz et al (2014) em OELo de plantas
cultivadas na regido Norte de Minas Gerais, apresentaram resultados diferentes
guanto aos percentuais dos componentes majoritarios, quando comparados com 0s

desta pesquisa, sendo o Carvacrol com 32,70%; p-Cymene 23% e o Tymol com
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2,96%; corroborando, assim, com o que diz Gomes et al (2011) e Vega-vela (2013),
citados acima.

5.2 Cromatograma do OELo

O indice de retencao dos componentes é obtido por interpolacdo, onde sera
relacionado o tempo de retencao do analito em estudo com o tempo de retencao de
dois padrdes, geralmente hidrocarbonetos, eluidos um antes e um apo6s o pico do
analito de interesse (INCZEDY et al., 1998).

Utilizando-se a técnica de GC-MS foram identificados varios componentes
citados na literatura (COSTA et al., 2017; SIROCCHI et al., 2017; LINDE et al., 2016)
como sendo componentes importantes contidos no OELo. Através da Figura 3 é
possivel observar o cromatograma, bem como o0s espectros de massas dos

principais constituintes obtidos pela analise no GC-MS do OELo.

Figura 3 - Cromatografia do 6leo essencial de L. origanoide pela analise GC-
MS

0 &g

o- Cymene Thymol Carvacrol
(5) (12)
" (13)
/

A

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0

Fonte: Autoria propria (2022)

5.3 Preparacao dos sistemas microemulsionados

No preparo dos sistemas microemulsionados, verificou-se o quao €
fundamental a atencdo com a pesagem das substancias, o tempo de agitacdao, bem
como a adicdo da agua destilada, que deve ser em um sistema gota-a-gota, na
borda do copo de Becker, utilizando uma pipeta volumétrica. O tensoativo labrosol e
0 co-tensoativo plurol foram escolhidos por serem nao-ibnicos, considerada

caracteristica importante para utilizacdo em formulagcdes farmacéuticas, pois tém
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baixa citotoxidade as membranas celulares e elevada estabilidade quimica
(GRAMPUROHIT et al., 2011). Como o OELo é volatil e fotossensivel, os cuidados
voltados para essas duas propriedades foram bem relevantes, a fim de que, ao final,
as microemulsdes estivessem com as caracteristicas organolépticas e iisico-
quimicas desejadas, conforme citado anteriormente e exposto na Figura 4. Os

componentes com seus percentuais estao expostos na Tabela 2 a seguir.

Tabela 2 - Determinagédo das concentragdes (%) dos componentes das
formulagdes.

ME1 1 14 35 40 10
ME2 2 13 35 40 10
ME3 4 11 35 40 10
ME4 6 9 35 40 10

Fonte: Autoria prépria (2022)

5.4 Carateristicas organolépticas e fisico-quimica das MES
Quanto as propriedades organolépticas, as microemulsdes apresentaram um
aspecto transparente, considerando o amarelo, do fraco ao mais intenso, devido ao

percentual de OELo presente, conforme Tabela 3, a seguir.

Figura 4 - Aspecto visual das Microemulsfes formuladas nesta pesquisa

Fonte: Autoria prépria (2022)
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Tabela 3 - Propriedades organolépticas das amostras dos sistemas
microemulsionados

Cor A AC AM AE Al SA
Aspecto HO HO HO HO HO SA
Odor C C C C C SA
Sabor NSA NSA NSA NSA NSA NSA

A = Amarelo; AC = Amarelo-claro; AM = Amarelo médio; AE = Amarelo-escuro; Al = Amarelo
intenso; HO = Homogéneo; C = Caracteristico; NSA = Nao se aplica; SA = Sem alteracéo.

Fonte: Autoria prépria (2022)

A cor amarela (A), padrdo, mostra um espectro de variagdo, do Amarelo-claro
(AC) ao Amarelo intenso (Al), os extremos, onde se encaixam as MES ME1 e ME4,
respectivamente. As cores intermediarias, Amarelo-médio (AM) e Amarelo-escuro
(AE), correspondem as MES ME2 e ME3. As diferencas de tonalidades de amarelo
verificadas, se deve ao percentual de OELo. Em relagdo ao aspecto, todas as MES
apresentaram-se homogéneas (HO), desde a formulacdo (janeiro/2022) até o dia
20/08/2022. O odor percebido € o de menta, caracteristico (C) da esséncia testada,
OELo. A caracteristica sabor ndo se aplica (NSA) a este tipo de formulagao.

Os valores de pH verificados nas MEs estdo dentro do desejado. Os valores
padao estdo entre 4 e 7. A densidade representa importante indicador de
estabilidade de microemulsdes. A presenca de ar, por exemplo, pode alterar a cor
(BEZERRA, 2001). Os resultados da verificagcdo de pH e da densidade das MEs
formuladas nesta pesquisa, expostos na Tabela 4, indicam que elas estdo de acordo

com o esperado para um sistema microemulsionado.

Tabela 4 - Valores de pH e de densidade dos sistemas microemulsionados

ME1 6,06 1,05
ME2 6,56 1,14
ME3 6,27 1,15

ME4 6,73 1,10
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Fonte: Autoria prépria (2022)

Os resultados das analises de dimensdes de particulas, potencial zeta e IPD,
revelam valores adequados das MEs 1, 2 e 3, com destaque para a formulacéo a
6% em termos de tamanho de particulas. Esta, apresentou valor de tamanho de
goticulas e PDI fora dos padrdes para uma microemulsdo, mesmo assim, se
mostrou eficaz no combate ao fungo C. albicans. Em vista de tais dados, pdde-se
concluir que todas as MEs, exceto a 4, com 6% de OELo, apresentaram
adequabilidade para o uso como veiculo do OELo.

O tamanho médio de goticulas nas formulagbes, mesmo nao sendo tao
pequenas, foi compativel com o tamanho de microemulsdes. O tamanho desejado
para uma ME é de 100 nm, entretanto, alguns pesquisadores (SHAH et al., 2010;
2013; NEMICHAND & LAXMAN, 2016; OKUR et al., 2016) classificam ainda como
ME sistemas em que as goticulas apresentam tamanho de até 200 nm.

A Tabela 5, a seguir, mostra as dimensdes das particulas e o potencial zeta
das MEs produzidas nesta pesquisa, denominadas ME1, ME2, ME3 e ME4, tendo
como principio ativo o OELo. O diametro das particulas das MEs variou entre 150,8
nm e 465,4 nm. Este resultado revela que a formulagéo 4, com 6% de OE de L.
origanoides, esta fora do padrdo. Este resultado pode ser interpretado pela alta
quantidade do OE. O potencial zeta verificado variou entre -33,2mV e -42,6mV. Este
resultado corrobora com o que diz a literatura: quando sao encontrados valores
baixos de potencial zeta, entende-se que as forgcas atrativas predominam,
favorecendo a estabilidade do sistema (AULTON, 2005; FRANGE & GARCIA, 2009;
SINKO, 2008). Kong & Park (2011) afirmaram que os valores de potencial zeta
devem estar entre -30mV e +30mV, ou seja, as MEs formuladas nesta pesquisa
descrevem dispersado estavel. Sinal positivo ou negativo esta relacionado com a
carga positiva ou negativa das particulas do 6leo ou tensoativo presentes na
interface do sistema (BEDIN, 2011; BARROS, 2013). Nesta pesquisa, todas as MEs
obtiveram valores negativos para o potencial zeta. Os valores referentes ao tamanho
das goticulas e o indice de polidispersao (IDP) se mostraram relevantes, exceto para
a ME a 6%, que esta fora do padrao. Para analise do tamanho da goticula e o indice
de polidispersao foram utilizados como parametros de medida os indices de refracao
do meio dispersante, agua (IR=1,33) (GALVAO, 2015).
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Tabela 5 - Valores das dimens&es de particulas, potencial zeta, indice de
polidisperséo (PDI) das microemuls6es com 6leo essencial de L. origanoides

ME1 150,8 -40,5 150,8 0,215
ME2 176,8 -33,2 176,8 0,236
ME3 164,2 -38,6 164,2 0,292
ME4 465,4 -42,6 465,4 0,534

Fonte: Autoria prépria (2022)

5.5 Avaliacéo da atividade antifungica

Dos meios de cultura do fungo C. albicans usados para avaliar a eficacia do
OELo, o Sabouraud (ASD) e o Mueller Hinton Agar mostraram producao significativa
de esporos sendo, portanto, adequados para o preparo dos indculos, conforme
mostra a Figura 5. Os halos de inibicdo no meio ASD se revelaram mais nitidos e
maiores quando comparados com os halos formados no meio Mueller Hinton Agar,
apresentados na Figura 6.

Na avaliacdo antifungica, as MEs contendo o OELo cujas concentracbes
foram de 1%, 2%, 4% e 6%, observou-se a sensibilidade através da formacao de
halos de inibicdo de crescimento de cepas do fungo C. albicans. Comparou-se 0s
halos formados nas MEs, com o halo da formulagdo contendo o fungicida
Anfotericina-B, como padrdao (CP). Diante dos resultados mostrados na Tabela 6,
pode-se verificar a eficiéncia do OELo. De acordo com os resultados obtidos,
constata-se que a C. albicans revelou-se sensivel a acdo do OELo em todas as
concentragdes, com uma pequena variagao entre elas. Convém ressaltar que as
MEs a 2% e 4% mostraram diferencas significativas frente ao CP e que a com 6%
de OELo, mesmo tendo revelado resultado satisfatoria frente ao fungo C. albicans,
nao é considerada uma ME, devido o diametro de suas goticulas estarem fora do
padrao, conforme mostra a Tabela 5. As MEs sao sistemas transportadores de
farmacos relevantes, pois compartimentalizam o ativo e os direcionam para os sitios
onde deverao exercer o efeito farmacolégico (OLIVEIRA et al., 1992; HARWOOD
ACADEMIC, 1998).
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O potencial antifungico da espécie L. origanoides tem sido apresentado em
estudos através de metodologias diversas. Farias et al. (2012) testaram extratos
etandlicos da planta través de difusdo em disco, verificando sua efetividade contra
45 estirpes de espécies de Candida. Batista et al. (2013), utilizando o método de
difusdo em Agar verificaram que tanto o 6leo quanto o extrato da planta exibiram
efeito contra linhagens de C. albicans, Candida guilliermondii, Candida parapsilosis e
Candida tropicalis.

Segundo Fontenelle et al. (2007), estudo com o OELo apresentou potencial
inibitorio significativo frente @ Candida, exibindo halos de inibicdo de crescimento
variando de 9,8 + 0,9 a 23,3 + 1,8 mm, sendo o constituinte majoritario o Tymol. De
acordo com estudo realizado por Botelho et al. (2007), as zonas de inibigao para C.
albicans foram 10,6 e 9 mm. Os mesmos autores observaram que os constituintes
majoritarios do OELo, em seu estudo, eram o Tymol e o Carvacrol, respectivamente.
Diante do exposto, pode-se obervar que os Oleos essenciais de L. origanoides que
apresentam maiores teores de Tymol tiveram o mais expressivo potencial inibitério

frente a C. albicans.

Figura 5 - Placa de Petri contendo coldnias do fungo C. albicans ATCC 10231
em meio de cultura ASD

Fonte: Autoria propria (2022)
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Figura 6 - Halos de inibicdo formados ao redor de discos impregnados com as
MEs, CN e CP

Fonte: Autoria propria (2022)

Legenda - CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; 1, 2,3 e 4 percentuais de 6leo
essencial de L. origanoides a 1%, 2%. 4% e 6%, respectivamente.

Tabela 6 - Valores em tamanho dos halos de inibicao para avaliacao
da atividade antifungica de microemulsdes contendo
Oleo essencial de L. origanoides.

ME1 1 17,0
ME2 2 18,0
ME3 4 17,3
ME4 6 18,3
CN (Sem o ativo) - 0,0
CP (Anfotericina B) - 13,0

Fonte: Autoria prépria (2022)

5.6 Tratamento do biofilme com os sistemas microemulsionados

A cavidade oral € um ambiente que favorece a presenca e multiplicacdao de
microrganismos oportunistas, que sdo mantidos sob controle do sistema imunologico

(ZAGO et al., 2015). Esses microrganismos formam biofilme como estratégia de
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sobrevivéncia, podendo tanto se desenvolver em superficies bidticas quanto
abidticas (CHANDRA et al., 2001; AZEREDO et al.,, 2012). A presenca desses
biofilmes associada a precaria higienizagao oral pode otimizar o desenvolvimento de
diversas patologias (AZEVEDO & SUTHERLAND, 2008), como por exemplo a
estomatite protética (BADARO et al., 2017).

A prética diaria de métodos de higienizacdo mecanica deve ser associada a
outros agentes higienizadores. Nesta pesquisa, defende-se a utilizacdo de um
produto natural e eficiente no combate e controle de microrganismo formador de
biofilme protético, ajudando na reducdo do risco de infecgbes recorrentes e
persistentes, principalmente em pacientes idosos devido a fatores diversos, a citar a
baixa imunidade, ocasionada, muitas vezes, pelo baixo nivel nutricional, o que
repercute na saude geral do individuo.

Neste sentido, as MEs produzidas nesta pesquisa foram testadas em corpos
de prova padronizados (Figura 7), conforme ja descrito, cujo biofilme foi induzido in
vitro, utilizando-se, para isso, cepas de producao recente de C. albicans ATCC
10231. A fim de garantir confiabilidade, os procedimentos foram realizados em
triplicatas, de modo seriado. Conforme os dados expostos no Grafico 1 a seguir,
pode-se concluir que o tratamento do biofilme formado nos corpos de prova foi

positivo quanto a inibicao deste fator de viruléncia.
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Figura 7 - Preparacéo dos corpos de prova e indugao do biofilme

4

Discos de Resina Preparo dos Acabamento do
discos discos

Inoculagao

Fonte: Autoria propria (2022)

Gréfico 1 - Avaliacao da inibicdo do biofilme induzido pelas
microemulsdes em diferentes concentracfes do 6leo de L. origanoides
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Fonte: Autoria propria (2022)

Legenda: Média (+ DP) do halo de inibicdo formado de acordo com os
tratamentos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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5.6.1 Peso Seco do Biofilme

Os valores do peso seco do biofilme da cepa de C. albicans ATCC 10231
apos 72 horas de formacao estdo demonstrados nos Graficos 2 e 3. O tratamento
com as MEs durante a formacdo da pelicula do biofilme promoveu reducéo
estatisticamente significativa no peso seco do biofilme. Percebe-se no grafico as
duas correlagdes (correlacdo de Pearson): a correlagdo de UFC/mL com a
concentracao de oOleo essencial de L. origanoides e correlagdo do peso seco com a
concentragcao do Oleo essencial de L. origanoides. As duas correlagdes foram fortes
e inversamente proporcionais ao aumento da concentragdo de Lippia, ou seja,
quanto maior a concentragado de Lippia menos a contagem de UFCs no biofilme e
menor 0 peso seco.

Grafico 2 - Correlacdo UFC x concentracdo de 6leo essencial de L.
origanoides (%)
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Fonte: Autoria propria, (2022)
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Grafico 3 - Correlacdo peso seco x concentracdo de 6leo essencial de
L.origanoides (%)
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Fonte: Autoria propria, (2022)

Quanto aos resultados da atividade Anti-Candida, vale ressaltar que, em
comparagdao com o CP (Anfotericina-B), o crescimento fungico em presenca das
MEs foi pequeno, sendo, tal fato, atribuido ao bioativo. A atividade antimicrobiana do
OELo ja é comprovada e os dados aqui encontrados corroboram com a literatura.
Estudos realizados na regido Norte de Minas Gerais relataram atividade
antimicrobiana efetiva (ANDRADE et al., 2014). A presenca de compostos como o
Tymol, Carvacrol, y-terpineno e p-cymene confere atividade antimicrobiana ao
OELo, conforme relatado por varios autores citados por Oliveira et al (2014).
Andrade et al (2014) citaram nos resultados de seus estudos que possivelmente a
combinag¢ao p-cymene, em alta concentragdo, juntamente com o Tymol e carvacrol
possam contribuir com a ac¢ao antimicrobiana do OELo. Guimaraes et al (2014)
concluiram que a atividade antimicrobiana do OELo foi superior a agao do composto
carvacrol isoladamente, indicando que a acdo conjunta dos componentes do 6leo

possam potencializar a atividade antimicrobiano.

6 CONCLUSAO

Esta pesquisa consistiu no desenvolvimento de MEs, suas caracterizagdes
organolépticas e fisico-quimicas e realizacao de testes. Foram realizados testes com
discos impregnados com os antifungicos a base de OELo, contendo concentracdes

diferentes, sobre os meios de cultura em placas de Petri, colonizadas pelo fungo C.
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albicans, ATCC 10231, e em corpos de prova feitos com rezina para base de PDR
com biofilme induzido, com a mesma espécie de fungo.

Diante dos resultados apresentados neste trabalho de pesquisa, percebeu-se
que todas as MEs formuladas e testadas sobre o fungo C. albicans apresentaram
resultados satisfatérios, salientando as de concentracdes 2% e 4%, como as mais
indicadas para higienizacado de PDR. Aqui, ndo se faz menc¢ao a formulagdo com 6%
de OELo, visto ndo ser uma ME, descaracterizada como tal pelo tamanho das
goticulas, que se apresentaram fora do padrao. Assim, péde-se inferir que:

e Os testes fisico-quimicos com o0s sistemas microemulsionados,
demonstraram que as MEs podem constituir alternativas para uso em
tratamentos alopaticos sintéticos, embora necessite de estudos
complementares no que se refere ao seu efeito sobre as PDR e também
estudos envolvendo um numero maior de espécies de Candida.

e Mediante analise dos halos formados ao redor dos discos impregnados
com as MEs e também através da verificacao das correlagdes peso seco
e concentracdo de OE de L. origanoides e a correlacdo UFC e
concentragdo do OE de L. origanoides, todas as concentragoes
estudadas foram capazes de inibir o crescimento de C. albicans ATCC
10231.

e Os resultados obtidos demonstram que o OELo apresenta potencial para
ser utilizado na elaboracdo de farmacos antissépticos. Para tanto, serao
necessarios estudos mais aprofundados, no que se refere ao percentual

de OELo e também em testes in vivo.

Como perspectivas futuras, pretende-se desenvolver uma pesquisa mais
intensa quanto ao percentual de OELo e a caracterizagao fisico-quimica, no que se
refere ao tamanho das goticulas, bem como estender os testes das MEs frente as

mais variadas espécies de Candida que habitam a cavidade oral.
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